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Informe de la reunion de la
Comision de Normas Sanitarias para| *°** " fomeonioriao
los Animales Acuaticos de la OMSA

Introduccion y comentarios de los Miembros

Este informe presenta la labor de la Comisién de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos (en adelante,
Comision para los Animales Acudticos) que se reunié el 19 de enero, en formato virtual y en Paris (Francia),
del 15 del 22 de febrero de 2023.

La Comisién para los Animales Acuaticos agradece a los siguientes Miembros por el envio de sus comentarios
sobre los proyectos de texto para el Cédigo Sanitario para los Animales Acuaticos de la OMSA (Cddigo
Acuético) y el Manual de las Pruebas de Diagnéstico para los Animales Acuaticos de la OMSA (Manual
Acuético) que circularon en la reunién de la Comision de septiembre de 2022: Alemania, Australia, Brasil,
Canada, Chile, China (Republica Popular de), Eslovenia, Espafia, Estados Unidos de América, Irlanda, Japén,
Noruega, Nueva Zelanda, Reino Unido, Suecia, Suiza, Tailandia, Taipéi Chino, los Miembros de la Region de
las Américas de la OMSA y los Estados miembros de la Union Europea (UE). Igualmente, expresa su
agradecimiento a numerosos expertos de la red cientifica de la OMSA por su valiosa participacion y
contribucion.

La Comision para los Animales Acuaticos examind todos los comentarios de los Miembros que se presentaron
a tiempo y que estaban acompafiados por fundamentos. Dada la gran carga de trabajo, no pudo preparar una
explicacion detallada de las razones que la motivaron a aceptar o rechazar los comentarios recibidos y centré
sus explicaciones en las mas importantes. Cuando se trata de cambios de naturaleza editorial, no se brinda
ningln texto explicativo. La Comision desea destacar que, en aras de claridad, no se aceptaron todos los
textos propuestos por los Miembros; en dichos casos, considerd que el texto era claro tal y como estaba
redactado. Las modificaciones se sefialan del modo habitual con “subrayado doble” y “texte-tachade” y figuran
en los anexos del presente informe. En los anexos, los cambios propuestos en esta reunion se muestran con
un fondo de color para distinguirlos de los realizados anteriormente.

Anexos

Los textos en los Anexos 4 a 12 y 22 a 33 se presentardn para adopcion en la 90.2 Sesién General de mayo
de 2023.

Los textos que figuran en los Anexos 13 a 15,17 a 21y 34 a 38 se presentan para comentario de los Miembros.
Cdémo enviar los comentarios

La Comisién para los Animales Acuaticos anima encarecidamente a los Miembros y a las organizaciones que
han suscrito un acuerdo de cooperacién con la OMSA a participar en la elaboracion de las normas
internacionales de la Organizacién enviando sus comentarios sobre este informe. Todos los comentarios
deben enviarse a la OMSA a través de sus Delegados o de organizaciones con las que la Organizacion tenga
un acuerdo de cooperacion.

La Comisidn llama la atencién de los Miembros sobre los temas especificos tratados por un grupo ad hoc a
peticion de la Comision para los Animales Acuaticos. En tales casos, se insta a los Miembros a examinar
estos informes junto con el informe de la Comisién. Se destaca que los informes de los grupos ad hoc ya no
se adjuntan al informe de la Comision. En su lugar, podra consultarlos en las paginas del sitio web de la
OMSA:;

Grupos ad hoc - OMSA - Organizacidon Mundial de Sanidad Animal (woah.org)

Organizacién Mundial

12, rue de Prony T.+33(0)144 1518 88
de Sanidad Animal DeDartmentQ de Normas 75017 Paris, France F.+33 (0)1 42 67 09 87
Fundada como OIE [ACC.Secretariat@woah.org] woah@woah.org

www.woah.org


https://www.woah.org/es/que-hacemos/normas/procedimiento-de-elaboracion-de-normas/grupos-ad-hoc/

Se recuerda que los comentarios deben remitirse en formato Word y no PDF, ya que este Ultimo formato es
dificil de incorporar a los documentos de trabajo de la Comisién.

Los comentarios se deberan presentar en el anexo pertinente e incluir toda modificacion de texto, en base a
una justificacion estructurada o a partir de referencias cientificas publicadas. Las supresiones propuestas
deberan indicarse con “texto tachado” y, las inserciones, con “subrayado doble”. Se ruega a los Miembros que
no utilicen la funcién automatica “Resaltar cambios” del procesador de texto, ya que dichos cambios se
pierden en el proceso de recopilacién de las propuestas de los Miembros incluidas en los documentos de
trabajo de la Comisién.

Fecha limite para enviar los comentarios

Todos los comentarios sobre los textos pertinentes de este informe deberan remitirse a la sede de la OMSA
hasta el 3 de julio de 2023 para que la Comisidn los examine en su reunion de septiembre de 2023.

Doénde enviar los comentarios

Todos los comentarios deberan remitirse por correo electrénico al Departamento de Normas:
AAC.Secretariat@woah.org.

Fecha de la préoxima reunion

La Comision indicé que su proxima reunion se realizard del 13 al 20 de septiembre de 2023.
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1. Bienvenida
1.1. Bienvenidade ladirectorageneral adjunta de la OMSA de Normas Internacionales y Ciencia

La Dra. Montserrat Arroyo, directora general adjunta de Normas Internacionales y Ciencia, dio la
bienvenida a los integrantes de la Comision para los Animales Acuaticos y les agradecié su contribucion
a la labor de la OMSA. Asimismo, felicito a la Comision por su ambiciosa agenda y extendié su
agradecimiento a las instituciones empleadoras y a los gobiernos nacionales.

La Dra. Arroyo informé a la Comisidn de que el proceso de seleccién de los expertos propuestos para su
eleccion a las comisiones especializadas de la OMSA se iniciaria con la convocatoria de expertos en julio
de 2023y que las elecciones tendrian lugar durante la 91.2 Sesion General en mayo de 2024. A su debido
tiempo, se facilitara la correspondiente informacion a los Delegados.

Igualmente se refirié a la celebracién en presencial de la 90.2 Sesién General. Sefialé que este afio el
programa incluiria un "Foro de la Sanidad Animal" centrado en la influenza aviar y destinado a promover
el debate entre los Delegados sobre este importante problema zoosanitario mundial.

Al igual que en los afios anteriores, destacé los seminarios web de las comisiones previos a la Sesion
General que este afio volveran a llevarse a cabo. El 20 de abril de 2023 a las 12:00-2:00 (CEST), el
presidente de la Comision, el Dr. Ingo Ernst, presentara para adopcién los capitulos nuevos y revisados
del Cédigo Acuético y del Manual Acuético. El seminario web contara con interpretacion simultanea al
francés y al espafiol, se grabara y estara disponible en el sitio web de la OMSA.

La Dra. Arroyo informé a la Comision de que el nuevo acronimo “OMSA” se incorporaria en las versiones
de 2023 del Codigo Acuatico y del Manual Acuatico.

La Dra. Arroyo ofrecié informacion actualizada sobre los progresos realizados y la proxima publicacion
de una licitacion con vistas a implementar una nueva herramienta de navegacion en linea para las normas
de la OMSA, ademas de la labor de promocion de la transparencia de los comentarios.

La Dra. Arroyo felicité a la Comision por la actualizacion de las evaluaciones de las mercancias seguras
y anticip6 que los Miembros apreciarian esta orientacion adicional. Informé a la Comision de que la OMSA
apoyaba el recurso a consultores para labores técnicas especificas y que esta practica debia mantenerse
en el futuro.

Igualmente, reconocid la mejora de la armonizacion entre las comisiones especializadas, demostrada
por la reunidon de las mesas de la Comision de Animales Acuéticos y de la Comisién de Normas
Biologicas, y una méas amplia coordinacion de los items armonizados del plan de trabajo con la Comisidon
de Normas Sanitarias para los Animales Terrestres (Comisién del Cadigo).

Los integrantes de la Comisién para los Animales Acuaticos agradecieron a la Dra. Arroyo el excelente
respaldo prestado por la secretaria de la OMSA.

1.2. Directora general de la OMSA

La directora general de la OMSA, la Dra. Monique Eloit, se reunié con la Comisioén para los Animales
Acudticos el dia 16 de febrero y agradecié a cada uno de los integrantes por su compromiso a la hora de
alcanzar los objetivos de la Organizacion.

La Dra. Eloit destacd la pertinencia del informe recientemente publicado por el Programa de las Naciones
Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA), "Preparandose para los supermicrobios: fortalecimiento de las
medidas ambientales relativas a la respuesta a la resistencia a los antimicrobianos mediante el enfoque
'Una sola salud™, para el plan de trabajo de la Comisién y las actividades de la “Estrategia sobre la
sanidad de los animales acuaticos” (la Estrategia), en relacién con el uso prudente y responsable de los
agentes antimicrobianos. Destacé que, en su calidad de integrante de la alianza Cuatripartita, la OMSA
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debia asegurarse de que se investigue la manera de abordar las recomendaciones presentadas en este
informe, cuando fuera necesario.

La Dra. Eloit presento a la Comision los avances de la revision del sistema cientifico de la OMSA y la
evaluacion comparativa con otras organizaciones internacionales. Ademas, aseguré a la Comision que
la mantendria informada de los avances en el proceso.

Por otra parte, destacé el informe anual del Observatorio de la OMSA, recientemente publicado, e indic
gue ayudaria a los Miembros a comprender la forma en que el programa del Observatorio informa sobre
la implementacion de las normas de la OMSA. El informe contiene recomendaciones tanto para la OMSA
como para los Miembros, con el fin de respaldar la implementacion de las normas. La Comision reconocio
la gran cantidad de informacién contenida en el informe y expresé su interés por el modo en que las
conclusiones y recomendaciones servirian de base a las estrategias de la OMSA. La Comision dio las
gracias al Dr. Eloit por estas actualizaciones.

1.3. Actualizacion de la sede de la OMSA
1.3.1. Informes de las comisiones especializadas de la OMSA

Las secretarias de las comisiones especializadas de la OMSA siempre buscan mejorar la eficiencia
en la produccion y publicaciéon de los informes de las respectivas comisiones especializadas, al
tiempo que se preocupan por garantizar su coherencia, cuando fuera necesario. Tras examinar las
propuestas de la secretaria, la directora general adjunta de Normas Internacionales y Ciencia
acordo los siguientes cambios en la publicacion de los informes de las Comisiones a partir de
febrero de 2023:

1. Todos los informes de las comisiones especializadas se volveran a presentar como un informe
anico. (Nota: La Comision Cientifica siempre ha elaborado un solo informe);

2. Los informes no oficiales en inglés dejaran de publicarse;

3. Losinformes de las comisiones especializadas se publicaran en el sitio web de los Delegados
(en formato Word para la Comision de Animales Acuaticos y la Comisién del Cédigo y en
formato PDF para la Comisién de Normas Biologicas y la Comision Cientifica) y en el sitio
web publico (todos en formato PDF) por idioma (es decir, inglés, francés y espafiol) una vez
finalizados. Al ser el inglés el idioma de trabajo, es inevitable la diferencia en el tiempo de
publicacién de la version inglesa y de las versiones francesa y espafiola; sin embargo, la
OMSA se preocupara por limitar al minimo este plazo;

4. Los cuatro informes de las comisiones especializadas se publicaran en inglés al menos dos
semanas antes de los seminarios web previos a la Sesion General.

1.3.2. Seminarios previos ala Sesién General

1. Aligual que en los afios anteriores, los seminarios web de informacién previos a la Sesién
General de la Comision para los Animales Acuéticos, la Comisidon de Normas Bioldgicas y la
Comision del Cadigo (con el apoyo de la Comisién Cientifica), se llevaran a cabo en una sola
franja horaria y se grabaran y cargaran en el sitio web de la Sesion General. Estos seminarios
web comenzaran con un mensaje del presidente de cada Comision y se centraran en la
presentacion de informacién sobre las normas nuevas o revisadas propuestas para adopcién
en la Sesion General.

NOTA: Las fechas de 2023 son: Comision de Normas Bioldgicas - 18 de abril de 2023;
Comisién del Cédigo - 19 de abril de 2023; Comisién para los Animales Acuaticos - 20 de abril
de 2023. Todos los seminarios web se llevaran a cabo entre 12:00-2:00 pm CEST.

2.  La OMSA ya no ofrecera un mecanismo para que los Miembros envien posiciones previas a
la Sesidon General, como fue el caso en 2021 y 2022, cuando las Sesiones Generales se
celebraron en formato virtual o hibrido. No obstante, si los Miembros desean remitir
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extraoficialmente posiciones previas a la Sesion General para ayudar a los presidentes de las
comisiones especializadas a preparar sus informes de la Sesidén General, pueden hacerlo
enviando sus mensajes por correo electrénico a la secretaria correspondiente.

1.3.3. Uso del acrénimo “OMSA” en el C6digo Acuético y el Manual Acuético
Contexto

En la 89.2 Sesién General, celebrada en mayo de 2022, la Asamblea Mundial de Delegados adopt6
la Resolucion No. 10, en la que se reconocia que el acronimo “OIE” seria sustituido por “OMSA”,
en el marco de un cambio de imagen corporativa de la Organizacion.

En las reuniones de septiembre de 2022 de las comisiones especializadas, la directora general
adjunta de Normas Internacionales y Ciencia de la OMSA comunicé la introduccion de “OMSA” en
las normas de la Organizacion en reemplazo de “OIE”. Se informé a las Comisiones de que la
secretaria correspondiente presentaria un analisis y una propuesta a la Comision especifica en
sus reuniones de febrero de 2023.

Ademas, antes de la reunidn de febrero de 2023, la Comision del Cédigo recibié comentarios de
varios Miembros solicitando que se utilizara el acrénimo "OMSA" en lugar de "OIE".

Reunién de febrero de 2023

La Comisidn del Codigo examiné un andlisis preparado por la secretaria sobre el uso de "OIE" en
la edicion actual del Codigo Terrestre y debatié una propuesta de enfoque para sustituir “OIE” por
“OMSA”. Se inform6 a la Comisidn de que las secretarias de las comisiones especializadas habian
trabajado colectivamente para garantizar que esta enmienda se llevara a cabo de manera
coherente en todas las normas (es decir, Cadigo Terrestre, Manual Terrestre, Codigo Acuatico y
Manual Acuatico).

La Comisién convino en que "lista de la OMSA" y "enfermedades de la lista" (término definido en
el Glosario) debian sustituir a "lista de la OIE" y "enfermedades de la lista de la OIE",
respectivamente, en todo el CAdigo Acuético y el Manual Acuético. Asimismo, convino en que se
modificara el titulo del Capitulo 1.3. del Cédigo Acuatico y que pasara a ser "Enfermedades de la
lista de la OMSA".

La Comisién observé que los términos "Asamblea Mundial de Delegados de la OIE" y "Asamblea
Mundial de Delegados" se utilizaban en el Cédigo Acuatico. En aras de coherencia, se convino en
utilizar inicamente "Asamblea Mundial de Delegados".

La Comision tomo nota de que el término “Estatutos Organicos de la OIE” se mencionaba en la
Guia del usuario y en el Capitulo 1.1. del Cédigo Acuatico. Se acordé sustituir esta expresion por
"Estatutos Organicos de la Oficina Internacional de Epizootias", que es el titulo oficial del
documento juridico.

La Comision acordd que, en todos los demas casos, tanto en el Codigo Acuatico como en el
Manual Acuatico, "la OIE" se sustituyera por "OMSA" (o0 "la OMSA" siguiendo las directrices
internas de cambio de nombre de la Organizacion).

La Comision convino en que estas enmiendas eran de naturaleza editorial y no afectaban la
interpretacion de las normas del Cédigo Acuético o del Manual Acuatico.

La Comision acepto la propuesta de la directora general adjunta de que estas modificaciones se
aplicaran en la edicién de 2023 del Cddigo Acuético y del Manual Acuético.

La Comision sefalé que estos cambios, segun los casos, se habian introducido en todos los
anexos distribuidos en el presente informe bajo la forma de cambios silenciosos, es decir, sin
tachadura/doble subrayado, por tratarse de cambios editoriales.
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2. Aprobacion del orden del dia

El proyecto de orden del dia fue aprobado por la Comision. El orden del dia y la lista de participantes figuran
en el Anexo 1y el Anexo 2, respectivamente.

3. Cooperacion con la Comisién de Normas Sanitarias para los Animales Terrestres

La secretaria de la Comision del Cédigo informé a la Comisién para los Animales Acuaticos de los progresos
realizados en los temas considerados de interés en una reunion de las mesas de la Comision del Codigo y de
la Comision para los Animales Acuéticos celebrada en septiembre de 2022.

Se comunicé a la Comision para los Animales Acuéticos que la Comisiéon del Codigo habia revisado la
utilizacion de los términos "servicios veterinarios", "autoridad competente" y "autoridad veterinaria" en el
Cddigo Terrestre y los habia distribuido para comentario de los Miembros en su informe de febrero de 2023.

La Comision para los Animales Acuaticos recibié informacién actualizada sobre el trabajo de la Comision del
Cadigo en la revision de los Capitulos 5.4. a 5.7. y del Capitulo 6.10. y solicité una actualizacién en las futuras
reuniones de la Comisién dada la importancia de garantizar la armonizacion, segun proceda, de los capitulos
correspondientes del Cédigo Acuético.

4. Cooperacion con la Comisién de Normas Biolégicas

Las mesas de la Comision de Normas Biolégicas y de la Comisidn para los Animales Acuaticos se reunieron
el 8 de febrero de 2023 para debatir las siguientes areas de interés coman.

4.1. Centros de referencia: debate sobre los modelos de informe anual y la utilizacion de los
datos colectados

En la reunidn, ambas mesas debatieron el modelo actualizado del informe anual utilizado por los centros
de referencia, con el objetivo de mejorar las preguntas formuladas para recibir respuestas mas claras y
mejorar la calidad de los datos reunidos. Coincidieron en que, pese a que se observan progresos en el
modelo actualizado, podria mejorarse aun mas si se indican los resultados que podrian derivarse de los
datos, sefialando que tales mejoras también aportarian beneficios a los centros de referencia
responsables de completar los informes. Las mesas acordaron que, antes de la reunién de septiembre
de 2023, la Comision de Normas Biolégicas enviaria un cuestionario a todos los laboratorios de referencia
con preguntas sobre la utilidad del informe anual.

4.2. Manuales Acuatico y Terrestre: areas de interés comun

4.2.1. Tabla de la Comision para los Animales Acuaticos sobre los pardmetros de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para consideracion de la Comision de
Normas Bioldgicas

Se comunicé a la mesa de la Comisién de Normas Bioldgicas que la Comisién para los Animales
Acudticos habia elaborado una tabla sobre las secuencias de cebadores y sondas PCR y los
parametros de ciclado para que la informacion critica sobre los métodos PCR se presentara de
manera uniforme en todos los capitulos del Manual Acuatico. La mesa de la Comision de Normas
Biolégicas destaco la utilidad de presentar los parametros PCR en formato tabular y acordé adoptar
la misma metodologia en los capitulos del Manual Terrestre.

4.2.2. Actualizacién del capitulo sobre la validacion de las pruebas de diagnéstico del
Manual Terrestre

La mesa de la Comisién de Normas Bioldgicas informé a la Comision para los Animales Acuéticos
de que el Capitulo 1.1.6. Principios y métodos de validacion de las pruebas de diagndstico de las
enfermedades infecciosas del Manual Terrestre se habia revisado a fondo y que se propondria
para adopcioén en la Sesidn General de mayo de 2023. La Comision para los Animales Acuaticos
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observo que el Manual Acuatico incluye un capitulo similar y que la revisiéon de este capitulo en el
Manual Terrestre podia tener implicaciones para el Capitulo 1.1.2. Principios y métodos de
validacion de las pruebas de diagnéstico para las enfermedades infecciosas del Manual Acuatico.
En la revision del Capitulo 1.1.2. que la Comision afiadio a su futuro plan de trabajo, se tendra en
cuenta el capitulo revisado del Manual Terrestre y se transmitirhd a la Comisién Bioldgica todo
comentario pertinente sobre el Capitulo 1.1.6. del Manual Terrestre.

4.2.3. Nueva seccidon en los capitulos especificos de enfermedad para describir la
justificacion subyacente en la seleccion de pruebas para los distintos propésitos
indicados en la Tabla 1. Métodos analiticos disponibles y su propdésito y una
explicacidn de su puntuacién

La mesa de la Comision de Normas Bioldgicas informé a la de la Comision para los Animales
Acuaticos de que estaba trabajando para afiadir una nueva seccion a los capitulos especificos de
enfermedad del Manual Terrestre que describa la justificacién de la seleccion de pruebas para
diferentes fines que figuran en la Tabla 1. Métodos analiticos disponibles y su propdsito y una
explicacion de su puntuacién. De este modo, se respondera a las preguntas de los Miembros y se
justificaran las diferentes pruebas. El trabajo se encuentra en una fase piloto y es necesario
finalizar el formato para dar flexibilidad a los expertos que proporcionen la justificacién.

La mesa de la Comision para los Animales Acuaticos sefial6 que ambas Comisiones buscaban
lograr resultados similares al proporcionar informacion adicional sobre la idoneidad de
determinadas pruebas. Observo que su enfoque es diferente en la Tabla 4.1. Métodos de
diagnéstico recomendados por la OMSA y su nivel de validacién para la vigilancia de animales
aparentemente sanos y la investigacion de animales clinicamente afectados del Manual Acuético.
En ella se incluyen las etapas de vida, el nivel de validacién y la clasificacién con respecto a la
finalidad del uso.

La mesa de la Comisién de Normas Bioldgicas acordd considerar este enfoque como parte de su
labor.

4.2.4. Desarrollo de un modelo para los informes de validacién para las pruebas en el
Manual Terrestre

La mesa de la Comision de Normas Bioldgicas informé a la Comision para los Animales Acuaticos
de que habia elaborado un modelo para los datos de validacién de las pruebas recomendadas en
el Manual Terrestre. Se invitard a los laboratorios de referencia a completar el formulario del
“"informe de validacién”, que se pondra a disposicion en el sitio web para la busqueda de los datos
de validacion disponibles para la prueba. Como primer paso de un plan piloto encaminado a
comprobar la idoneidad y utilidad del modelo, se difundié el documento a algunos laboratorios de
referencia de la OMSA seleccionados para que lo completen y envien sus comentarios.

La mesa de la Comision para los Animales Acuaticos comunicé que habia recibido comentarios
de laboratorios de referencia sobre el tiempo que se tarda en incluir métodos nuevos o modificados
en el Manual Acuético, ya que los métodos o la informacién de validacion deben publicarse en
articulos revisados por pares. La mesa de la Comision para los Animales Acuaticos consideré que
el modelo desarrollado por la Comision de Normas Bioldgicas era Util a efectos de acelerar la
inclusién de pruebas nuevas o modificadas en algunos casos y acepto revisarlo y dar su opinién.

4.3. Trabajo sobre lalista de los reactivos de referencia aprobados por la OMSA
La Comision de Normas Bioldgicas publico una lista de reactivos estandar internacionales aprobados por

la OMSA y esta planeando ampliar esta lista (Productos veterinarios - OMSA - Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (woah.orq).

Ambas Comisiones consideraron muy Uutil esta reunién a la hora de identificar y debatir ambitos de
armonizacion.
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5. Plan de trabajo y prioridades

Se recibieron comentarios de Australia, Canada, China (Rep. Pop. de), Estados Unidos de América, Noruega,
Reino Unido, Miembros de la Regién Américas de la OMSA y la UE.

La Comision para los Animales Acuaticos examiné los comentarios recibidos y tomé nota del apoyo al
desarrollo de los nuevos capitulos del plan de trabajo. La Comisién examiné los progresos realizados hasta
la fecha en cada uno de los cuatro nuevos proyectos de capitulo (Capitulo 4.X. Preparacion de emergencia
frente a las enfermedades, Capitulo 4.Y. Gestion de los brotes de enfermedades, Capitulo 5.X. Animales
acuaticos ornamentales y Capitulo 5.Y. Comercio de materiales genéticos) y acordé seguir trabajando en los
cuatro capitulos con la intencidon de presentarlos para comentario de los Miembros en su informe de
septiembre de 2023.

La Comision se mostré de acuerdo con un comentario que subrayaba que, con respecto al trabajo de revision
de los Capitulos 5.4. a 5.7. del Cédigo Terrestre, debia adoptarse un enfoque armonizado con el de la
Comisién del Cédigo y explicd que este trabajo se trataria junto con la Comisién del Cddigo.

La Comision acepté un comentario que destacaba la necesidad de armonizar la revision del uso de las
definiciones del glosario "servicios de sanidad de los animales acuéticos", "autoridad competente”, "autoridad
veterinaria" y "servicios veterinarios" con la Comision del Cédigo y subray6 la armonizacién en los cambios
propuestos en el Cédigo Acuético y el Cédigo Terrestre que se presentaran para comentario de los Miembros

en los informes de febrero de 2023 de ambas comisiones (ver item 8.1.).

La Comisién estudié las respuestas al cuestionario para la revisién del Capitulo 4.3. Aplicacion de la
compartimentacion y agradecio a los Miembros sus ideas y experiencias en la aplicacion de las normas sobre
compartimentacion. La Comisién examind los progresos realizados hasta la fecha en relacién con el
documento de debate sobre la compartimentacion y acordé seguir avanzando en el trabajo sobre este
documento con la intencién de presentarlo para comentario en su informe de la reunién de septiembre de
2023.

La Comision convino en examinar y revisar el Capitulo 3.1. Calidad de los Servicios de Sanidad de los
Animales Acuéticos, para armonizarlo con el capitulo correspondiente del Cddigo Terrestre, revisado y
adoptado en 2022. La Comisién decidié que el examen y la revisién del Capitulo 3.2. Comunicacion también
debian afiadirse al plan de trabajo, sefialando su falta de claridad y la necesidad de actualizacion. Estas
cuestiones deberan tenerse en cuenta en el plan de trabajo de la préxima Comision, que comenzara en junio
de 2024.

La Comisidn reviso la situacion de los items en curso de su plan de trabajo y acordé los plazos para su
finalizacién. La Comisién examind el orden de prioridad de los nuevos temas de trabajo, teniendo en cuenta
una serie de criterios, entre ellos la mejora esperada de las normas y su impacto, el beneficio para los
Miembros, los comentarios de los Miembros, la pertinencia para las actividades de la Estrategia sobre la
sanidad de los animales acuaticos de la OMSA, los comentarios de la sede de la OMSA y el avance de los
temas del plan de trabajo en curso.

En 2023, la Comision destacéd que la progresion de los puntos del plan de trabajo que dependian de la
convocatoria de grupos ad hoc avanzaria segun lo acordado. La lista de grupos ad hoc actuales y previstos
para 2023 se puede consultar en el sitio web de la Organizacién.

El plan de trabajo actualizado figura en el Anexo 3 para comentario de los Miembros.
6. Estrategia de la OMSA sobre la sanidad de los animales acuéticos (la Estrategia)

La coordinadora de la Estrategia presentd un informe actualizado sobre su implementacién. Se informo6 a la
Comision de los principales hitos y logros de los Ultimos doce meses, del estado actual de las actividades y
de las prioridades clave para 2023. La Estrategia se puso en marcha en 2021 y ya se esta trabajando en 16
de las 23 actividades previstas. Se elaborara un plan de trabajo anual para 2023, con el fin de determinar las
prioridades y las necesidades de recursos, definir los plazos y evaluar los posibles obstaculos para su correcta
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implementacién. De este modo se garantizara que la Estrategia siga siendo pertinente y que se cumplan sus
prioridades. Entre los logros del afio anterior, cabe citar la asignacién de recursos especificos a la Estrategia
y los avances en las actividades relacionadas con sus cuatro objetivos.

Cédigo Sanitario paralos Animales Acuaticos de la OMSA

7. Textos que se propondran para adopcion en mayo de 2023

7.1. Articulo 9.3.1. del Capitulo 9.3. Infeccion por Hepatobacter penaei (hepatopancreatitis
necrotizante)

Se recibieron comentarios del Reino Unido y la UE.

Contexto

En su reunion de febrero de 2022, la Comisién para los Animales Acuéticos aceptd modificar el Articulo
9.3.1. en aras de coherencia con el nombre utilizado en el Articulo 1.3.3. del Capitulo 1.3. Enfermedades

de la lista de la OMSA.

En su reunion de septiembre de 2022, la Comisién acordd modificar de nuevo el Articulo 9.3.1. para
reflejar la clasificacion taxonémica correcta.

Informes de la Comisidn donde se discutio del tema

Informe de febrero de 2022 (Parte B: item 2.1.2., pagina 6) e informe de septiembre de 2022 (item 5.2.,
pagina 7).

Reunién de febrero de 2023

La Comision examind los comentarios recibidos y no propuso ninguna modificacion adicional, sefialando
gue los Miembros apoyaban los cambios propuestos.

El Articulo revisado 9.3.1. del Capitulo 9.3. Infeccién por Hepatobacter penaei (Hepatopancreatitis
necrotizante) figura en el Anexo 4 y se propondra para adopcion en la 90.2 Sesion General de mayo de
2023.

7.2. Articulos 9.4.1.y 9.4.2. del Capitulo 9.4. Infeccién por el virus de la necrosis hipodérmicay
hematopoyética infecciosa (IHHNV)

Se recibieron comentarios de Canada, Reino Unido, Taipéi Chino, y la UE.
Contexto

En su reunion de febrero de 2022, la Comision para los Animales Acuaticos acepté modificar el Articulo
9.4.1. del Capitulo 9.4. Infeccion por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa para
reflejar una actualizacion en la clasificacion taxonémica y en aras de coherencia con otros capitulos
especificos de enfermedad.

En el Articulo 9.4.2., la Comision acepté enmendar las especies de crustaceos susceptibles de acuerdo
con la convencién utilizada en el Articulo X.X.2. del Cédigo Acuatico, es decir, enumerar las especies
susceptibles por orden alfabético segiin el nombre comun.

En su reunién de septiembre de 2022, la Comisién revisé los comentarios recibidos y no propuso ninguna
modificacién adicional a los Articulos 9.4.1. y 9.4.2., sefialando que los Miembros apoyaban los cambios
propuestos.

Informes de la Comisidn donde se discutio del tema
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Informe de febrero de 2022 (Parte B: item 2.1.3., pagina 6) e informe de septiembre de 2022 (item 5.3.,
pagina 8).

Reunion de febrero de 2023

No se recibié ningin comentario sobre el Articulo revisado 9.4.1.

A tenor de un comentario, la Comision aceptd modificar la lista de especies susceptible del Articulo 9.4.2.
de acuerdo con el convenio para enumerar las especies susceptibles por orden alfabético segun el
nombre comun.

Los Articulos revisados 9.4.1. y 9.4.2. del Capitulo 9.4. Infeccion por el virus el virus de la necrosis
hipodérmica y hematopoyética infecciosa figuran en el Anexo 5y se propondra para adopcién en la 90.2
Sesién General de mayo de 2023.

7.3. Articulo 9.5.2 del Capitulo 9.5. Infeccién por el virus de la mionecrosis infecciosa

Se recibieron comentarios del Reino Unido y la UE.

Contexto

En su reunion de septiembre de 2022, la Comision para los Animales Acuaticos convino en modificar el
Articulo 9.5.2. del Capitulo 9.5. Infeccidn por el virus de la mionecrosis infecciosa para enumerar las
especies susceptibles por orden alfabético segin el nombre comun, para alinearse con la convencion

acordada que se utilizara para los Articulos X.X.2. del Cédigo Acuatico.

Informes de la Comisidn donde se discutio del tema

Informe de septiembre de 2022 (item 5.4., pagina 8).

Reunién de febrero de 2023

La Comision examind los comentarios recibidos y no propuso ninguna modificacion adicional, sefialando
gue los Miembros apoyaban los cambios propuestos.

El Articulo revisado 9.5.2 del Capitulo 9.5. Infeccion por el virus de la mionecrosis infecciosa figura en el
Anexo 6y se propondra para adopcion en la 90.2 Sesion General de mayo de 2023.

7.4. Articulo 10.9.2. del Capitulo 10.9. Infeccion por el virus de la viremia primaveral de la carpa

Se recibieron comentarios de Canada, China (Rep. Pop. de), Nueva Zelanda, Reino Unido, Taipéi Chino,
y la UE.

Contexto

En su reunidn de febrero de 2022, la Comision para los Animales Acuaticos acordd que, a medida que
se presentaran nuevas pruebas cientificas sobre la susceptibilidad de las especies de animales acuaticos
a las enfermedades de la lista de la OMSA, seria necesario efectuar evaluaciones de nuevas especies
susceptibles o reevaluar las existentes. La Comision afiadié un nuevo item en su plan de trabajo para
tratar esta necesidad. La Comision inst6 a los Miembros a aportar toda nueva prueba cientifica sobre la
susceptibilidad.

En respuesta a un comentario de un Miembro que aporté nuevas pruebas sobre la susceptibilidad y en
preparacién de su reunion de septiembre de 2022, la Comision solicité que el Grupo ad hoc sobre la
susceptibilidad de las especies de peces a las enfermedades de la lista de la OMSA evaluase la
susceptibilidad de la carpa Jinsha bass (Percocypris pingi) a la infeccién por el virus de la viremia
primaveral de la carpa. El grupo ad hoc aplicé los criterios del Capitulo 1.5. Criterios para la inclusién de
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especies susceptibles de infeccién por un agente patdgeno especifico, para la susceptibilidad de la carpa
Jinsha bass (Percocypris pingi) a la infeccion por el virus de la viremia primaveral de la carpa.

En su reunion de septiembre de 2022, la Comisién reviso la evaluacion realizada por el grupo ad hoc y
acordo incluir la carpa Jinsha bass (Percocypris pingi) en la lista de especies sensibles del Articulo 10.9.2.
del Capitulo 10.9. Infeccidn por el virus de la viremia primaveral de la carpa.

Informes de la Comisidn donde se discutio del tema

Informe de septiembre de 2022 (item 5.5., pagina 8).

Reunién de febrero de 2023

La Comision aceptd el comentario de que el nombre comin en inglés de Percocypris pingi debia ser
"Jingsha barbel carp" en lugar de "Jingsha bass carp", ya que la taxonomia de la especie la denomina
“barbel carp” en inglés y revis6 el nombre comun de Percocypris pingi en el Articulo 10.9.2.

La Comisién observé que, en el Articulo 10.9.2., los nombres comunes de las especies susceptibles no
seguian la convencién empleada en el Codigo Acuatico de utilizar anicamente la mayuscula para los
nombres propios. La Comisién convino en modificar este articulo, asi como otros casos en la version
2023 del Cédigo Acuatico.

El Articulo revisado 10.9.2. del Capitulo 10.9. Infeccidn por el virus de la viremia primaveral de la carpa
figura en el Anexo 7 y se propondré para adopcion en la 90.2 Sesion General de mayo de 2023.

7.5. Nuevo Capitulo 10.X. Infeccidn por el virus de la tilapia del lago

Se recibieron comentarios de China (Rep. Pop. de), Estados Unidos de América, Nueva Zelanda, Reino
Unido y la UE.

Contexto

En su reunion de septiembre de 2022, la Comisidn reviso el nuevo proyecto de Capitulo 10.X. Infeccidn
por el virus de la tilapia del lago (TiLV), y acordé indicar las especies susceptibles en el Articulo 10.X.2.
"en estudio", a la espera de evaluaciones con respecto al Capitulo 1.5. Criterios para la inclusién de
especies susceptibles de infeccidon por un agente patégeno especifico. La Comisiéon también acordé
indicar "en estudio", los productos de animales acuéticos enumerados en los apartados 1-2. del Articulo
10.X.3. y en el apartado 1a) del Articulo 10.X.14., a la espera de evaluaciones con arreglo al Capitulo
5.4. Criterios para la evaluacion de la inocuidad de las mercancias de animales acuético. La Comision
convino en que los periodos por defecto para las condiciones elementales de bioseguridad y la vigilancia
especifica presentadas en el Capitulo 1.4. Vigilancia de las enfermedades de los animales acuaticos se
aplicaran a la infeccién por TiLV hasta que se completara una evaluacion de los periodos por defecto.

Informes de la Comisién donde se discutié del tema

Informe de septiembre de 2022 (item 5.6., pagina 9).

Reunién de febrero de 2023

Articulo 10.X.3.

La Comision acordé modificar el tratamiento recomendado de tiempo/temperatura requerido para la
inactivacion de la infeccion por TiLV y suprimir "(en estudio)" al final del apartado 2, para ajustarse a las
evaluaciones de mercancias seguras recientemente actualizadas (ver item 8.4.).

Articulo 10.X.5.
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En la primera frase, la Comisién no aceptdé cambiar "dentro de" por "entre", ya que “paises” y “zonas”
figuran en plural dentro de la frase.

La Comision estudié un pedido de aclarar mejor la eleccién de los seis meses como periodo por defecto
para las condiciones elementales de bioseguridad, en el apartado 1 del Articulo 10.X.5. y del Articulo
10.X.6. La Comision observé que los periodos por defecto para las condiciones elementales de
bioseguridad y la vigilancia especifica presentados en el Capitulo 1.4. se aplicaban a todas las
enfermedades de la lista de la OMSA, incluida la infeccién por TiLV. Los periodos por defecto se aplicaran
hasta que se complete una evaluacion de los periodos para las condiciones elementales de bioseguridad
y la vigilancia especifica con respecto a los criterios del Capitulo 1.4. para cada enfermedad de la lista
de la OMSA. La Comision sefialé que habia solicitado el asesoramiento de expertos para llevar a cabo
estas evaluaciones y que, una vez revisadas por la Comisién, se propondrian cambios en los capitulos
especificos de enfermedad.

En el apartado 3, la Comision reconocid una posible ambigiiedad de la redaccién y afiadié "e
implementado" después de "se han reunido ininterrumpidamente" en aras de claridad. Asimismo, la
Comisién agregar esta expresion al apartado 3 del Articulo 10.X.6. y al apartado 1 del Articulo 10.X.7. en
aras de coherencia en todo el capitulo. La Comision observé que, dado que estos articulos estan
armonizados en todos los capitulos especificos de enfermedad, estos cambios, una vez adoptados, se
aplicarian al conjunto de dichos capitulos.

En el apartado 4b), la Comisién no acordd afiadir "establecimientos de acuicultura" después de
"poblaciones infectadas", por ser necesaria la erradicacion de todas las poblaciones infectadas para
recuperar la ausencia de enfermedad a nivel de pais.

En el dltimo péarrafo del apartado 4, la Comision modific la redaccién en aras de claridad y con la
intencién de garantizar la referencia adecuada para las acciones previas a la declaraciéon de una nueva
zona libre de enfermedad situada fuera de las zonas infectadas y de proteccidn. Igualmente, agregé un
nuevo parrafo final con la misma redaccion que el apartado 4 del Articulo 10.X.5. en aras de coherencia
entre “pais” y “zona libre”. La Comisién observé que, dado que estos articulos estan armonizados en
todos los capitulos especificos de enfermedad, estos cambios, una vez adoptados, se aplicarian al
conjunto de dichos capitulos.

Articulo 10.X.7

En el apartado 2 c), la Comision convino en que el periodo por defecto para la vigilancia especifica
necesaria para recuperar el compartimento libre de enfermedad debia ajustarse mejor al Articulo 1.4.14.
del Capitulo 1.4. Vigilancia de las enfermedades de los animales acuaticos. La Comision reviso la
redaccioén y sefialo que, dado que estos articulos estaban armonizados en todos los capitulos especificos
de enfermedad, estos cambios, una vez adoptados, se aplicarian al conjunto de dichos capitulos.

Articulo 10.X.11. y Articulo 10.X.14.

La Comisién no estuvo de acuerdo en afiadir "Si los animales acuaticos o los productos de animales
acuaticos se destinan Unicamente al consumo humano, no se requeriran pruebas o vigilancia adicionales,
ya que el agente patdgeno no es zoonético" después de la dltima frase del Articulo 10.X.11. y después
de la ultima frase del apartado 1 del Articulo 10.X.14., ya que la intencion del articulo es indicar la
necesidad de considerar controles de las vias de introduccién para prevenir la entrada de enfermedades
a través del uso no intencionado de un producto derivado de los animales acuéticos dentro de un pais.
La Comision observd también que el Articulo 10.X.11. se refiere a la seguridad sanitaria y no a la
inocuidad de los alimentos.

En respuesta a un comentario, la Comision reconocié la dificultad de encontrar recursos sobre
desinfectantes para todas las enfermedades de la lista, pero observé que el Cdodigo Acuatico no era el
lugar apropiado para ofrecer tales orientaciones. Remiti6 a los Miembros a otros recursos sobre
desinfeccién y sugirié se consultara el Manual de descontaminacion AQUAVETPLAN del Departamento
Australiano de Agricultura, Pesca y Silvicultura como punto de partida.
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El nuevo Capitulo revisado 10.X. Infeccion por el virus de la tilapia del lago figura en el Anexo 8 y se
presentara para adopcion en la 90.2 Sesién General de mayo de 2023.

7.6. Articulo 11.2.2. del Capitulo 11.2. Infeccién por Bonamia exitiosa y Articulo 11.3.2. del
Capitulo 11.3. Infeccion por Bonamia ostreae

Se recibieron comentarios del Reino Unido y la UE.

Contexto

En su reunion de septiembre de 2022, la Comisién para los Animales Acuaticos examiné el informe del
Grupo ad hoc sobre la susceptibilidad de las especies de moluscos a la infeccion por las enfermedades
de la lista de la OMSA y tom6 nota de que el grupo ad hoc habia recomendado una nueva nomenclatura
para algunas especies de Crassostrea.

La Comisién acordé indicar directamente el nombre cientifico de la ostra de Suminoe "Magallana [Syn.
Crassostrea] ariakensis" y el del ostién japonés por "Magallana [Syn. Crassostrea] gigas" siempre que
se utilicen en el CAdigo Acudtico y en el Manual Acuético.

Informes de la Comisidn donde se discutio del tema

Articulo 11.2.2. del Capitulo 11.2. Infeccion por Bonamia exitiosa — Informe de septiembre de 2022 (item
5.7., pagina 9).

Articulo 11.3.2. del Capitulo 11.3. Infeccion por Bonamia ostreae — Informe de septiembre de 2022 (item
5.7., pagina 9).

Reunién de febrero de 2023

La Comisién tomé nota de que el nombre comin en FAOTERM de Magallana [Syn. Crassostrea]
ariakensis se habia cambiado recientemente en inglés por “ariake cupped oyster” y acordé modificar el
Articulo 11.2.2. del Capitulo 11.2., Infeccién por Bonamia exitiosa, y el Articulo 11.3.2. del Capitulo 11.3.
Infeccién por Bonamia ostrea para reflejar este cambio. La Comisién recordd a los Miembros que la
fuente acordada para los nombres comunes de las especies susceptibles que figuran en la lista es
FAOTERM.

La Comisién también acordé enmendar los Articulos 11.2.2. y 11.3.2. para enumerar las especies
susceptibles por orden alfabético segun el nombre comudn, para alinearse con la convencién acordada
gue se utilizara para el Articulo X.X.2. del Cédigo Acuatico.

El Articulo revisado 11.2.2. del Capitulo 11.2. Infeccién por Bonamia exitiosa y el Articulo revisado 11.3.2.
del Capitulo 11.3. Infeccién por Bonamia ostreae figuran en el Anexo 9y el Anexo 10, respectivamente,
y se propondran para adopcion en la 90.2 Sesién General en mayo de 2023.

7.7. Articulos 11.4.1.y 11.4.2. del Capitulo 11.4. Infeccion por Marteilia refringens

Se recibieron comentarios de los Estados Unidos de América, el Reino Unido y la UE.

Contexto

En su reunion de septiembre de 2022, la Comisién para los Animales Acuaticos analiz6 el informe del
Grupo ad hoc sobre la susceptibilidad de las especies de moluscos a la infeccion por las enfermedades
de la lista de la OMSA para continuar su labor sobre la aplicacién de los criterios del Capitulo 1.5. Criterios

para la inclusion de especies susceptibles a la infeccion por un patégeno especifico.

La Comision acordé modificar la lista de especies susceptibles del Articulo 11.4.2. de acuerdo con las
recomendaciones del grupo ad hoc, excepto para el copépodo (Paracartia grani). La Comisién observo
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gue, aunque el copépodo (Paracartia grani) cumple los criterios para figurar en la lista como susceptible
a la infeccién por M. refringens, acordd no incluirlo en el Articulo 11.4.2. del Capitulo 11.4. Infeccién por
Marteilia refringens, del Cédigo Acuatico al considerar que esta especie no era pertinente para el
comercio de moluscos o productos derivados. Sin embargo, convino en que el copépodo (Paracartia
grani) debia incluirse en la Seccion 2.2.1. del Capitulo 2.4.4. Infeccion por Marteilia refringens en el
Manual Acuético.

Informes de la Comisidn donde se discutié del tema

Informe de febrero de 2022 (Parte B: item 4.1., pagina 17) e informe de septiembre de 2022 (item 5.8.,
pagina 10).

Reunién de febrero de 2023

La Comision examind un comentario que solicitaba que el &mbito de aplicacion del capitulo incluyese
claramente los tipos O y M de Marteilia refringens. La Comisién indicé que el capitulo se aplicaba a
ambos tipos y convino en afiadir "(incluidos los tipos O y M)" después de "el agente patégeno M.
refringens"” en el Articulo 11.4.1. en aras de coherencia con la Seccién 1 del Capitulo 2.4.4. Infeccién por
Marteilia refringens en el Manual Acuatico.

En el Articulo 11.4.2., la Comisién acepté un comentario y, en la versién inglesa, corrigié el hombre
comun de Chamelea gallina por "striped venus clam" (chirla).

Los Articulos revisados 11.4.1. y 11.4.2. del Capitulo 11.4. Infeccion por Marteilia refringens figuran en
el Anexo 11 y se presentaran para adopcion en la 90.2 Sesioén General de mayo 2023.

7.8. Modelo de Articulos 11.X.9. - 11.X.14. para los capitulos especificos de las enfermedades
de los moluscos

Se recibieron comentarios de Canadd, Estados Unidos de América, Nueva Zelanda, Reino Unido y la
UE.

Contexto

En su reunién de septiembre de 2022, la Comisién para los Animales Acuaticos observo que algunas
modificaciones introducidas previamente en las Secciones 8, 9 y 10 del Cédigo Acuatico (enfermedades
de los anfibios, crustaceos y peces) no se habian aplicado sistematicamente a los articulos pertinentes
de los capitulos de la Seccién 11 (enfermedades de los moluscos). Por consiguiente, acordé modificar
los Articulos 11.X.9. a 11.X.14. con los cambios horizontales aplicados anteriormente a otros capitulos
especificos de enfermedad. La Comision convino en que las modificaciones sefialadas en el modelo de
Articulos 11.X.9. a 11.X.14. se aplicarian a todos los capitulos especificos de enfermedad de la Seccion
11. una vez adoptadas las maodificaciones propuestas para los Articulos 11.X.9. a 11.X.14.

Informes de la Comisidn donde se discutié del tema

Informe de febrero de 2018 (item 1.11., pagina 13) e informe de septiembre de 2022 (item 5.9., pagina
11).

Reunion de febrero de 2023

La Comisién tomé nota de algunos cambios adicionales requeridos en estos articulos modelo a efectos
de garantizar la armonizacion entre todos los capitulos especificos de enfermedad. Una vez las
modificaciones adoptadas, se revisara el conjunto de dichos capitulos para garantizar una redaccion
armonizada en todo el CAdigo Acuético.

Articulo 11.X.10.
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En el apartado 1b) del Articulo 11.X.10., la Comisién no acordé afadir "y eliminan de forma biosegura de
conformidad con el Capitulo 4.8. 0" después de "se sacrifican”, ya que este requisito de eliminacion
biosegura se trataba en el apartado 1c).

La Comisién no acepté afadir "receptora” después de "origine" en el apartado 1b), por no considerarse
una mejora.

Articulo 11.X.11.

En los apartados 2 o 3 del Articulo 11.X.11. y en el apartado 2 del Articulo 11.X.12., la Comisién denegd
afadir una referencia cruzada al Capitulo 4.1., ya que estos apartados se refieren especificamente a la
inactivacion de agentes patdgenos y a la eliminacion biosegura, y no a la bioseguridad en general. Se
considerd que el Capitulo 4.1. Bioseguridad en los establecimientos de acuicultura era demasiado amplio
para incluirlo como referencia cruzada en estos apartados.

En respuesta a un comentario sobre el apartado 2 del Articulo 11.X.11., inst6 a los Miembros a consultar
otros recursos sobre desinfeccion (ver item 7.5.).

Al igual que en el Capitulo 10.X. Infeccion por TiLV, la Comisién no estuvo de acuerdo en afadir "Si los
animales acuéticos o los productos de animales acuéticos se destinan Unicamente al consumo humano,
no deberian exigirse pruebas o vigilancia adicionales, ya que el agente patégeno no es zoon6tico" al
finalizar la tltima frase del Articulo 11.X.11., después de la tltima frase del apartado 1 y de la Ultima frase
del apartado 2 del Articulo 11.X.14. (ver item 7.5.).

Articulo 11.X.13.

En el Articulo 11.X.13., en respuesta a un comentario sobre la inclusion de orientaciones para los
productos de animales acuéticos importados para su uso en laboratorios, con fines de alimentacién para
los animales de zooldgico, o recurso a tejidos o células para investigacion, la Comision acordd que no
se necesitaban enmiendas adicionales, ya que este aspecto se trataba en el Articulo 11.X.12.

La Comisién recordo a los Miembros que, una vez adoptados, los modelos de Articulos 11.X.9. a 11.X.14.
se aplicaran a todos los capitulos especificos de enfermedad en la Seccién 11.

Los modelos de Articulos 11.X.9. a 11.X.14. figuran en el Anexo 12 y se presentaran para adopcion en
la 90.2 Sesion General de mayo de 2023.

items para comentario de los Miembros

8.1. Definiciones del Glosario: “servicios de sanidad de los animales acuaticos”, “autoridad
veterinaria” y “autoridad competente”

Contexto

En la 89.2 Sesidén General, en mayo de 2022, se adoptaron las definiciones revisadas del Glosario para
“servicios de sanidad de los animales acuaticos”, “autoridad competente” y “autoridad veterinaria” en el
Cdédigo Acuético. Asimismo, se adoptaron las definiciones revisadas del Glosario del Cédigo Terrestre
para "autoridad competente”, "autoridad veterinaria" y "servicios veterinarios". La revision de estas
definiciones se llev6 a cabo en coordinacion con la Comision del Cédigo y ambas Comisiones acordaron
coordinar la revision de su uso en el Cédigo Acuatico y el Codigo Terrestre, respectivamente, en aras de

coherencia y cuando fuera pertinente.

En su reunién de septiembre de 2022, ambas Comisiones acordaron coordinar la revision del uso de
estas definiciones en el Cédigo Acuatico y el Codigo Terrestre, respectivamente, en aras de coherencia
y cuando fuera pertinente.

Informes de la Comisién donde se discutié del tema
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Informe de septiembre de 2022 (item 6.1., pagina 12).

Reunion de febrero de 2023

En su reunién de febrero de 2023, la Comision para los Animales Acuaticos revis6 cada una de las

menciones a los "servicios de sanidad de los animales acuéticos", "autoridad competente" y "autoridad
veterinaria" en el Codigo Acuatico y decidio:

e Reemplazar en ciertos usos "servicios de sanidad de los animales acuéticos" por "autoridad
competente" con vistas a reflejar la responsabilidad de supervision de la industria acuicola,
incluidos los compartimentos y la expedicién de certificados sanitarios internacionales para los
animales acuéticos. Por ejemplo, en el Articulo 3.1.2. del Capitulo 3.1. Calidad de los servicios
de sanidad de los animales acuéticos, cambiar "servicios de sanidad de los animales acuéticos"
por "autoridad competente”, ya que este uso se refiere a la expedicién de certificados sanitarios
internacionales para los animales acuaticos. Este cambio garantiza la coherencia en todo el
Cddigo Acuatico con respecto a la autoridad responsable de los certificados sanitarios
internacionales aplicables a los animales acuaticos.

o Reemplazar "autoridad competente” por "autoridad veterinaria" cuando se haga referencia a la
notificacion de enfermedades. Esta funcién diferenciada de una autoridad veterinaria, que incluye
los requisitos de notificacion de enfermedades y la demostracion del cumplimiento de las normas
internacionales para el comercio internacional o para el estatus libre de enfermedad, se tuvo en
cuenta al elaborar la definicion del Glosario.

e  Suprimir "servicios veterinarios" en todo el Cédigo Acuético, puesto que este término ya no es
pertinente en el Codigo Acuatico.

e En el punto B.5. de la Guia del usuario, la Comisién acepto afiadir "servicios de sanidad de los
animales acuaticos y..." antes de "autoridades competentes" en aras de concordancia con los
cambios propuestos en la Guia del usuario del Cédigo Terrestre.

e A pesar de la utilizacion de algunos usos incorrectos de estas definiciones en el Capitulo 3.2.
Comunicacién, la Comision decidié no hacer ninglin cambio por considerar que la correccion del
uso no podia introducirse sin una revision exhaustiva del capitulo. Sin embargo, en el segundo
parrafo del Articulo 3.2.1., la Comisién acord6 suprimir "La comunicacion entre los servicios de
sanidad de los animales acuéticos y los servicios veterinarios (sobre todo cuando los servicios
de sanidad de los animales acuaticos estan separados y son independientes de los servicios
veterinarios) es especialmente importante”, por considerarlo un texto innecesario.

La Comisién para los Animales Acuaticos destacd que las modificaciones propuestas para el uso de
"autoridad competente"”, "autoridad veterinaria" y "servicios veterinarios" en el Cédigo Terrestre se
difundieron en el informe de febrero de 2023 de la Comision del Cédigo. La Comision insta a los Miembros
a considerar ambos informes a la hora de hacer comentarios, habida cuenta del trabajo previo
encaminado a garantizar la armonizacion entre los dos Cdadigos, segun corresponda.

Las enmiendas propuestas a las definiciones de “servicios de sanidad de los animales acuaticos”,
“autoridad competente” y “autoridad veterinaria” figuran en el Anexo 13 para comentario de los Miembros.

8.2. Articulo 1.1.5. del Capitulo 1.1. Notificacion de las enfermedades y aportacion de datos
epidemioldgico

Contexto
En su reunion de febrero de 2019, la Comisién del Caodigo acord6 suprimir el Articulo 1.1.5. por considerar

que la informacién ya se incluye en el Capitulo 1.6. Procedimientos para el reconocimiento oficial del
estatus zoosanitario, la validacion de un programa oficial de control y la publicacion de una
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autodeclaracién de ausencia de enfermedad por la OMSA. La modificacion del Capitulo 1.1. del Cédigo
Terrestre, que suprime el Articulo 1.1.5., fue adoptada en mayo de 2021.

Reunion de febrero de 2023

Por su parte, la Comisién para los Animales Acuéticos convino en que los requisitos incluidos en el
Articulo 1.1.5. del Capitulo 1.1. Notificacién de enfermedades y presentacion de datos epidemioldgicos,
se abordaban ahora en el Capitulo 1.4. Vigilancia de las enfermedades de los animales acuaticos,
recientemente revisado y aprobado. La Comision decidié suprimir el Articulo 1.1.5. para eliminar la
duplicacion en el Cédigo Acuéatico y garantizar la armonizacién con el Capitulo 1.1. del Cédigo Terrestre.

El Articulo revisado 1.1.5. del Capitulo 1.1. Notificacién de enfermedades y aportacion de datos
epidemiolégicos figura en el Anexo 14 para comentario de los Miembros.

8.3. Articulo 1.3.1. del Capitulo 1.3. Enfermedades de la lista de la OMSA - Inclusién en la lista
de lainfeccién por el todos los genogrupos de la especie de virus de la necrosis infecciosa
del bazo y del rifién

Se recibieron comentarios de Australia, Canada, China (Rep. Pop. de), Estados Unidos de América,
Japédn, Reino Unido, Tailandia, Taipéi Chino, Miembros de la OMSA de la Regidon de las Américas, la UE
y una declaracién conjunta de Brasil, Canad, Chile, Estados Unidos de América y Nueva Zelanda.

Contexto

En su reunién de febrero de 2022, la Comision para los Animales Acuaticos sefialé que otros virus del
género Megalocytivirus, ademas del iridovirus de la dorada japonesa (RSIV), pueden causar
enfermedades importantes en los peces. Estos virus incluyen otros dos genogrupos del virus de la
necrosis infecciosa del bazo y del rifion (ISKNV): el genogrupo del iridovirus del cuerpo rojizo del
rodaballo (TRBIV) y el genogrupo del ISKNV. Los genogrupos ISKNV y TRBIV no se incluyen en el ambito
de aplicacién del Capitulo 10.8. Infeccién por el iridovirus de la dorada japonesa del Codigo Acuatico.

La Comisién observd que, si los genogrupos ISKNV y TRBIV se incluyen en la lista (ademas del RSIV),
los virus tendrian que evaluarse primero con arreglo a los criterios del Capitulo 1.2. Criterios para la
inclusién de las enfermedades de los animales acuaticos en la lista de la OMSA. La Comision solicité al
grupo ad hoc que evaluara las especies susceptibles para los tres genogrupos de la especie de virus
ISKNV (es decir, RSIV, ISKNV y TRBIV) para ayudar a fundamentar una evaluacion con vistas a su
inclusién en la lista.

En su reunion de septiembre de 2022, la Comision examiné el informe provisional del grupo ad hoc y
tomod nota de que no siempre era posible distinguir las especies susceptibles por genogrupo (es decir,
susceptibilidad a la infeccion ya sea por RSIV, ISKNV o TRBIV).

La Comision evaluo las especies del virus de la necrosis infecciosa del bazo y del rifion (especie ISKNV),
incluidos sus tres genogrupos RSIV, ISKNV y TRBIV, con arreglo a los criterios del Capitulo 1.2. Criterios
para la inclusién de las enfermedades de los animales acuaticos en la lista de la OMSA. La Comision
convino en que la especie ISKNV, incluido el genogrupo RSIV (actualmente inscrito en el Cdadigo
Acuatico), asi como los dos genogrupos ISKNV y TRBIV cumplen los criterios de inclusién 1, 2, 3y 4b.
Por consiguiente, propuso cambiar el nombre de la enfermedad de la lista por Infeccion por el virus de la
necrosis infecciosa del bazo y del rifion (ISKNV) y definira si se incluyen los tres genogrupos de la especie
ISKNV (es decir, ISKNV, RSIV y TRBIV), pero no incluira el virus de la enfermedad de la caida de
escamas o descamacién (SDDV), la otra especie reconocida de Megalocytivirus.

Informes de la Comisién donde se discutié del tema

Informe de febrero de 2022 (Parte B, item 3.1.2.3., pagina 13); informe de septiembre de 2022 (item 5.1.,
pagina 7).
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Reunién de febrero de 2023

La Comisién reiter6 que la propuesta de inclusién en la lista consistia en modificar el nombre de la
enfermedad de la lista, de Infeccién por el iridovirus de la dorada japonesa a Infeccion por el virus de la
necrosis infecciosa del bazo y del rifion (ISKNV). Esta propuesta mantendria el genogrupo RSIV como
enfermedad de la lista e incluiria también el genogrupo ISKNV y el genogrupo TRBIV. La Comision
observo que, aunque varios Miembros apoyaban el cambio propuesto, otros no lo hacian.

La Comision reconocié que la nomenclatura de los megalocitivirus causaba cierta confusion. Esto se
debe a que "ISKNV" es el nombre de la especie de virus reconocida por el ICTV y es también el nombre
de uno de los tres genogrupos reconocidos dentro de la especie de virus. La Comision reviso y actualizo
la evaluacion de la infeccidn por la especie viral ISKNV con respecto a los criterios del Capitulo 1.2.
Criterios para la inclusién de las enfermedades de los animales acuéticos en la lista de la OMSA, en aras
de claridad y coherencia de la terminologia en todo lo relativo a la especie de virus ISKNV y al genogrupo
ISKNV.

La Comision examind los comentarios que proponian que el nombre de la lista fuera "infeccion por
Megalocytivirus". La Comisién observd que el género Megalocitivirus incluye dos especies reconocidas,
ISKNV y el virus de la enfermedad de la caida de escamas o descamacién (SDDV). EI SDDV no esta en
estudio para su inclusion en la lista, por lo que el nombre propuesto de la enfermedad seria problemético,
ya que tendria que definirse para incluir la especie ISKNV pero excluir el SDDV. La Comisién propuso
modificar el nombre de la enfermedad en el Articulo 1.3.1. a "Infeccion por el todos los genogrupos de la
especie de virus ISKNV" para aportar claridad sobre el ambito de aplicacion de la enfermedad inscrita en
la lista. Se trata de un enfoque similar al utilizado para la infeccién por el virus de la anemia infecciosa
del salmon, que figura en el Capitulo 1.3. Enfermedades de la lista de la OMSA, como "Infeccion por las
variantes con supresion en la HPR y HPRO del virus de la anemia infecciosa del salmon”.

La Comision remitié a los Miembros a los informes de abril y noviembre/diciembre de 2022 del Grupo ad
hoc sobre la susceptibilidad de las especies de peces a la infeccion por las enfermedades de la lista de
la OMSA para conocer los detalles de las evaluaciones realizadas sobre la susceptibilidad a la infeccion
con las especies ISKNV. El informe del Grupo ad hoc describe las especies susceptibles a la infeccion
por la especie de virus ISKNV y, en la medida de lo posible, cada genogrupo. Dicho informe ayudara a
los Miembros a determinar el ambito de aplicacion de las normas para la infeccion por la especie de virus
ISKNV. La Comision convino en aplazar las enmiendas al Articulo 10.8.2. del Capitulo 10.8. Infeccion
por el iridovirus de la dorada japonesa, basadas en las recomendaciones del informe del grupo ad hoc,
hasta que los Miembros hayan examinado la propuesta de incluir en la lista la infeccidn por la especie
del virus ISKNV. El informe del grupo ad hoc puede consultarse en el sitio web de la OMSA (Grupos ad
hoc - OMSA - Organizacién Mundial de Sanidad Animal (woah.org)

La Comision examin6 los comentarios recibidos y concluyd que la informacién proporcionada en la
evaluacion de la infeccién por la especie de virus ISKNV con respecto a los criterios del Capitulo 1.2.
Criterios de inclusion de las enfermedades de los animales acuéticos en la lista de la OMSA, era sélida
y reiteré que la evaluacién apoyaba la inscripcion en la lista de todos los genogrupos, incluidos RSIV,
ISKNV y TRBIV. La Comisién observo que existia una justificacion convincente para la inclusion en la
lista a nivel de las especies de virus, ya que los tres genogrupos tienen especies susceptibles que se
superponen, una epidemiologia y métodos de diagnostico similares, como se destaco en el informe del
grupo ad hoc.

La Comision sefialo que la mayoria de los comentarios recibidos se centraban en tres puntos: el caracter
generalizado del genogrupo ISKNV, la validacion de las pruebas de diagndstico para el genogrupo TRBIV
y las ventajas de su inclusidn en la lista. La Comisidn acordd responder colectivamente a estos tres
puntos y no dar comentarios individuales.

1) Caracter generalizado del genogrupo ISKNV
Varios comentarios cuestionaron el cumplimiento del Criterio n° 2 teniendo en cuenta la naturaleza

generalizada del genogrupo ISKNV, especialmente en los peces ornamentales. La Comision
observo que el Criterio n° 2 requiere que al menos un pais pueda demostrar en el pais o0 en una
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zona la ausencia de enfermedad basandose en las disposiciones del Capitulo 1.4. La Comision
subray6 que algunos paises disponen de condiciones elementales de bioseguridad para todos los
genogrupos de la especie del virus ISKNV y han llevado a cabo una vigilancia especifica. La
Comision convino en que confiaba en que al menos un Miembro se declarara libre de la especie
de ISKNV.

La Comisién tom6 nota de algunos comentarios segun los cuales, sin la inclusién en la lista (y la
disponibilidad de las normas asociadas de la OMSA), era posible que el disefio de los programas
de vigilancia existentes no contemplara todas las especies susceptibles conocidas y que, por lo
tanto, se desconociera la verdadera distribucion geografica de la enfermedad objeto de la
evaluacidn. La Comision explicd que un argumento de este tipo podia aplicarse a cualquier nueva
inclusion en la lista y que, por esa razoén, el criterio es prospectivo, es decir, "...al menos un pais
puede...". La Comision convino en que confiaba en que al menos un Miembro declarara la ausencia
de infeccion por todos los genogrupos de la especie de virus ISKNV.

2) Validacién de las pruebas de diagnéstico para el genogrupo TRBIV:

La Comision estuvo de acuerdo con que existian algunas limitaciones en la validacion de las
pruebas de diagndstico para la deteccidén del genogrupo TRBIV debido a la escasa disponibilidad
de tejidos infectados por TRBIV. Sin embargo, observé que existian diversos métodos que incluian
los tres genogrupos (Kawato et al., 2021a, Koda et al., 2023 y Kim et al., 2022). Kawato et al.,
2021a, demostré que tres de las cuatro pruebas PCR en tiempo real tienen la capacidad de
detectar los genogrupos RSIV, ISKNV y TRBIV. Sin embargo, para TRBIV esto se determind
utilizando plasmidos sintetizados y no muestras de tejido.

La Comisidon apoyé un comentario que solicitaba la realizacion de un trabajo especifico
encaminado a efectuar un estudio comparativo entre laboratorios, con el fin de evaluar el
rendimiento de los métodos de diagndstico, incluidos los genotipos RSIV, ISKNV y TRBIV. Sin
embargo, la Comisién indicé que dicho trabajo se veia limitado por la disponibilidad de tejidos
TRBIV positivos. La Comision pidié a los Miembros que tuvieran acceso a tejidos positivos al
TRBIV que lo comunicasen a la OMSA de tal forma que se pudiera efectuar una validacién
adicional de los métodos disponibles.

En conclusion, la Comisidn convino en que se disponia de suficientes herramientas de diagnostico
para detectar la especie ISKNV, incluidos sus tres genogrupos, y para elaborar definiciones de
caso apropiadas. Pese a que se requieren estudios adicionales sobre la precision del diagndstico,
en particular utilizando tejidos infectados por TRBIV, esto no constituye un impedimento para que
se cumpla este criterio.

3) Ventajas de la inclusion en la lista

La Comision convino en que, en general, la evaluacién de la infeccién por las especies ISKNV con
respecto a los criterios de inclusién en la lista de enfermedades de los animales acuaticos
demuestra que se cumplen todos los criterios pertinentes para apoyar su inscripcion. Ademas,
destacé que el grupo ad hoc habia indicado que no siempre era posible la identificacién de
especies susceptibles al nivel del genogrupo ISKNV especifico y que los tres genogrupos
presentaban signos clinicos, histopatologia y epidemiologia similares. La Comisién también afirmé
que la inscripcion propuesta era coherente con otras enfermedades de la lista para las que el
agente patégeno puede estar compuesto por diferentes genotipos o cepas.

La Comisién considerd algunos comentarios segun los cuales la inclusion en la lista de las
especies del virus ISKNV crearia problemas logisticos y de recursos, en particular en relacion con
las especies susceptibles que se comercializan internacionalmente, como los peces ornamentales.
La Comision indicd que, si las normas se aplicaban correctamente, cualquier medida comercial
para las especies del virus ISKNV sélo tendria importancia para el comercio entre paises con
estatus sanitario diferente. Igualmente, sefialé que las normas pretendian apoyar el comercio
proporcionando un conjunto de medidas sanitarias comunes.
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La Comisién desea recordar a los Miembros que una de las recomendaciones de la “Conferencia
mundial sobre la sanidad de los animales acuaticos” celebrada en Chile en abril de 2019, basada
en las solicitudes de los Miembros, fue la de brindar en el Cddigo Acuético una orientacion
adicional para el comercio de animales acuéaticos ornamentales. El genogrupo ISKNV es un
patégeno clave de preocupacion en las especies de peces ornamentales comercializadas
internacionalmente, lo que respalda la inclusion en la lista. Si bien el virus no causa, en todos los
casos, una morbilidad y mortalidad significativas en las especies de peces ornamentales, la
Comision observo que el genogrupo ISKNV afectaba a otras especies acuicolas importantes (por
ejemplo, tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus), lubina (Lates calcarifer), perca atruchada
(Micropterus salmoides), Epinephelus coioides, mero de Malabar (Epinephelus malabaricus), pez
mandarin (Siniperca chuatsi)) que son objeto de comercio internacional.

La evaluacion revisada de la infeccidn por el todos los genogrupos de la especie de virus de la necrosis
infecciosa del bazo y del riidn segun los criterios del Capitulo 1.2. Criterios para la inclusion de las
enfermedades de los animales acuaticos en la lista de la OMSA figura en el Anexo 16 para informacién
de los Miembros.

El Articulo revisado 1.3.1. del Capitulo 1.3. Enfermedades de la lista de la OMSA figura en el Anexo 15
para comentario de los Miembros.

8.4. Mercancias seguras — Articulos X.X.3. para los capitulos especificos de enfermedad
Contexto

En su reunion de septiembre de 2020, la Comisién para los Animales Acuaticos reviso el Articulo X.X.3.
de todos los capitulos especificos de enfermedad, con el fin de responder a los comentarios que
indicaban que los tratamientos de tiempo/temperatura recomendados en estos articulos representaban
diferentes niveles de tratamiento térmico y que algunos no eran comercialmente viables ya que
disminuirian la calidad del producto.

Entre septiembre de 2020 y febrero de 2022, la Comision difundié propuestas de modificacién de los
Articulos X.X.3. en todos los capitulos especificos de enfermedad del Codigo Acuatico para reflejar este
enfoque revisado. En mayo de 2022, se adoptaron las enmiendas propuestas en los Articulos 9.X.3. y
10.X.3.

En su reunion de febrero de 2022, la Comision tomé nota de que las evaluaciones realizadas
anteriormente con arreglo a los "Criterios para evaluar la seguridad de los productos de animales
acuaticos importados (o en transito) cualquiera que sea el uso, independientemente del estatus sanitario
del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la enfermedad X” (como se describe
en el Articulo 1.4.1.) debian revisarse en funcion de cualquier nueva prueba sobre la estabilidad térmica,
y solicitd que se contratara a un consultor para llevar a cabo esta revision.

Reunién de febrero de 2023

La Comisién analiz6 las evaluaciones de mercancias seguras que se habian llevado a cabo para todos
los productos de animales acuaticos enumerados en el Articulo X.X.3. en todos los capitulos especificos
de enfermedad, con el fin de aplicar el nuevo enfoque y la nueva informacion cientifica cuando fuera
relevante. La Comision reconocié la gran cantidad de trabajo necesario para llevar a cabo esta revision.

La Comisidn se mostrd de acuerdo con todas las modificaciones recomendadas del tiempo/temperatura
de inactivacion identificadas en las evaluaciones.

La Comision animo a los investigadores que trabajan en la inactivacion de patégenos a aplicar una serie
de combinaciones de tiempo y temperatura a efectos de garantizar que se disponga de informacion
suficiente para desarrollar valores z, ya que esto ayudaria a los Miembros a determinar el tiempo y la
temperatura equivalentes para la inactivacion de agentes patdgenos.
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La Comisidn solicité que las evaluaciones de mercancias seguras para las enfermedades de los animales
acuaticos de la lista de la OMSA, actualmente disponibles en el sitio web de la Organizacién, se
actualizaran con las evaluaciones revisadas. Mientras tanto, las evaluaciones actualizadas de las
mercancias seguras se publicaran en el sitio web de la OMSA a titulo informativo. Se recomienda a los
Miembros que consulten estas evaluaciones cuando examinen las propuestas de modificacion de los
Articulos X.X.3. que se presentan para comentario (Ver items 8.4.1. a 8.4.4.). Las evaluaciones sobre
las mercancias seguras pueden consultarse en el sitio web de la OMSA en:
https://www.woah.org/es/que-hacemos/normas/procedimiento-de-elaboracion-de-normas/comision-
para-los-animales-acuaticos/

8.4.1. Articulos 8.X.3. para los capitulos especificos de las enfermedades de los anfibios
Se recibieron comentarios de Noruega, Suiza, Taipéi Chino y la UE.

Contexto

En su reunién de febrero de 2022, la Comision modificé el Articulo 8.X.3. para alinearlo con las
enmiendas adoptadas recientemente en los Articulos 9.X.3. y 10.X.3. en relacién con un enfoque
revisado de los tratamientos de tiempo/temperatura y lo distribuyé para comentario de los

Miembros.

Informes de la Comisidn donde se discutio del tema

Informe de septiembre de 2020 (item 4.7., pagina 10); informe de febrero de 2021 (Parte B: item
1.4., pagina 8); informe de septiembre de 2021 (item 5.1.5., pagina 24) e informe de febrero de
2022 (Parte B: Item 2.1.1.1., pagina 5).

Reunién de febrero de 2023

La Comisién examind las evaluaciones de las mercancias seguras de los productos enumerados
en los Articulos 8.X.3. y las modificéd en consecuencia.

En el apartado 2, estuvo de acuerdo con un comentario segun el cual los productos de anfibios
secados por medios mecanicos son un subconjunto de los productos de animales acuaticos
sometidos a un tratamiento térmico y propuso suprimir este apartado para eliminar la duplicacién.

La Comisidn suprimid los productos secados por medios mecanicos de todos los Articulos X.X.3.,
cuando fuera procedente, en aras de armonizacion con los capitulos especificos de enfermedad.

Los Articulos revisados 8.1.3., 8.2.3. y 8.3.3. figuran en el Anexo 17 con control de cambios y en
version limpia para comentario de los Miembros.

8.4.2. Articulos 9.X.3. para los capitulos especificos de los crustaceos

Febrero de 2023

La Comisién examind las evaluaciones de las mercancias seguras de los productos enumerados
en los Articulos 9.X.3. y las modificé en consecuencia.

La Comision acord6 presentar Unicamente los Articulos 9.X.3. en los que los tratamientos de
tiempo/temperatura habian cambiado como resultado de la actualizacion de las evaluaciones de
las mercancias seguras. La Comisién observé que, anteriormente, los Articulos 9.X.3. no incluian
los productos de crustaceos secados por medios mecanicos y que, por lo tanto, no existian otros
cambios armonizados en todos los capitulos especificos de las enfermedades de los crustaceos.

Los Articulos revisados 9.3.3., 9.5.3., 9.6.3., 9.7.3. y 9.10.3. figuran en el Anexo 18 con control de
cambios y en versién limpia, respectivamente, para comentario de los Miembros.
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8.4.3. Articulos 10.X.3. para los capitulos especificos de los peces

Febrero de 2023

La Comisién examind las evaluaciones de las mercancias seguras de los productos enumerados
en los Articulos 10.X.3. y los modific6 en consecuencia.

En el apartado 2, la Comision se mostré de acuerdo con un comentario que indicaba que los
productos de peces secados por medios mecanicos eran un subconjunto de los productos de
animales acuaticos sometidos a un tratamiento térmico y propuso suprimir este apartado para
eliminar la duplicacion.

La Comision suprimid los productos secados por medios mecéanicos de todos los Articulos X.X.3.,
cuando proceda, en aras de armonizacion con los capitulos especificos de enfermedad.

Los Articulos revisados 10.1.3., 10.2.3., 10.3.3., 10.4.3., 10.5.3,, 10.6.3., 10.7.3., 10.8.3., 10.9.3. y
10.10.3. figuran en el Anexo 19 con control de cambios y en version limpia para comentario de los
Miembros.

8.4.4. Articulos 11.X.3. para los capitulos especificos de los moluscos

Se recibieron comentarios de China (Rep. Pop. de), Noruega, Suiza y la UE.

Contexto

En su reunién de febrero de 2022, la Comisién modificé el Articulo 11.X.3. en aras de armonizacion
con las modificaciones adoptadas recientemente en los Articulos 9.X.3. y 10.X.3. en relacion con
un enfoque revisado de los tratamientos de tiempo/temperatura y lo distribuy6 para comentario de

los Miembros.

Informes de la Comisién donde se discutié del tema

Informe de septiembre de 2020 (item 4.7., pagina 10); informe de febrero de 2021 (Parte B: item
1.4., pagina 8); informe de septiembre de 2021 (item 5.1.5., pagina 24) e informe de febrero de
2022 (Parte B: item 2.1.1.2., pagina 5).

Reunion de febrero de 2023

La Comisién examind las evaluaciones de las mercancias seguras de los productos enumerados
en los Articulos 11.X.3. y los modific6 en consecuencia.

En el apartado 2 del Articulo 11.1.3., la Comisién acordd que los productos del abulén secados
por medios mecdanicos son un subconjunto de productos de animales acuaticos sometidos a un
tratamiento térmico. La Comision acordé suprimir los productos secados por medios mecanicos
de todos los Articulos X.X.3. para armonizarlos con los capitulos especificos de enfermedad.

La Comision destaco que la actualizacion de la evaluacion de las mercancias seguras evaluaba el
tiempol/las temperaturas de inactivacion para todos los patdgenos de moluscos. Por consiguiente,
en el Articulo 11.2.3. del Capitulo 11.2. Infeccidon por Bonamia exitiosa y en el Articulo 11.3.3. del
Capitulo 11.3. Infeccién por Bonamia ostrea, acordé afiadir un nuevo apartado 1, con el fin de
incluir como mercancias seguras los productos de animales acuaticos que hayan sido sometidos
a un tratamiento térmico con fines de armonizacién con otros capitulos especificos de enfermedad.

Los Articulos revisados 11.1.3., 11.2.3., 11.3.3,, 11.4.3., 11.5.3,, 11.6.3. y 11.7.3. figuran en el
Anexo 20, con control de cambios y en version limpia, respectivamente, para comentario de los
Miembros.
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8.5. Articulos 11.5.1.y 11.5.2. del Capitulo 11.5. Infeccién por Perkinsus marinus
Contexto

El Grupo ad hoc sobre la susceptibilidad de las especies de moluscos a la infeccion por las enfermedades
de la lista de la OMSA se reunié en noviembre-diciembre de 2022 para proseguir su trabajo de aplicacion
de los criterios del Capitulo 1.5. Criterios para la inclusion de especies susceptibles de infeccién por un
agente patdgeno especifico. En esta reunioén, el grupo ad hoc llevé a cabo las evaluaciones de
susceptibilidad de las especies de moluscos a la infeccion por Perkinsus marinus.

Reunién de febrero de 2023

La Comision para los Animales Acuaticos estudio el informe del Grupo ad hoc sobre la susceptibilidad
de las especies de moluscos a la infeccion por las enfermedades de la lista de la OMSA vy felicitd a sus
integrantes por su exhaustivo trabajo.

La Comision acordé modificar la lista de especies susceptibles del Articulo 11.5.2. de acuerdo con las
recomendaciones del grupo ad hoc, es decir:

e Se considerd que dos especies actualmente incluidas en el Articulo 11.5.2., la ostra americana
(Crassostrea virginica) y la ostra de Suminoe Magallana [Syn. Crassostrea] ariakensis, cumplian
los criterios de inclusion en la lista como susceptibles a la infeccién por P. marinus y, por lo tanto,
se propone que permanezcan en el Articulo 11.5.2.

e Se determindé que dos nuevas especies susceptibles, la ostra de Cortés (Crassostrea
corteziensis) y la ostra palmeada (Saccostrea palmula), retnen los criterios de inclusién en la
lista de especies susceptibles a la infeccion por P. marinus y, por lo tanto, se propone afiadirlas
al Articulo 11.5.2.

e Se evaluaron cuatro especies que figuran actualmente en el Articulo 11.5.2., Macoma balthica,
la almeja americana (Mercenaria mercenaria), la ostra del Pacifico (Magallana [Syn. Crassostrea]
gigas) y la almeja del rio (Mya arenaria), y se observo que no cumplian los criterios de inclusion
en la lista de especies susceptibles a la infeccidn por P. marinus, por lo que se propone su
supresion del Articulo 11.5.2.

Las secciones pertinentes del Capitulo 2.4.4. Infeccion por Perkinsus marinus del Manual Acuético
también se modificaron de acuerdo con las recomendaciones del grupo ad hoc (ver item 11.2.1.).

La Comision insta a los Miembros a consultar el informe del grupo ad hoc de noviembre/diciembre de
2022, disponible en el sitio web de la OMSA, para obtener informacion detallada sobre las evaluaciones
realizadas por el grupo ad hoc.

La Comision también modifico el Articulo 11.5.1. por razones de coherencia con el enfoque adoptado en
otros capitulos especificos de las enfermedades de los moluscos.

Los Articulos revisados 11.5.1. y 11.5.2. del Capitulo 11.5. Infeccién por Perkinsus marinus figuran en el
Anexo 21 para comentario de los Miembros.

items para informacion de los Miembros

9.1. Enfermedades emergentes

Contexto

Uno de los items permanentes del orden del dia de cada reunién de la Comisién para los Animales

Acuaticos es el examen de la informacién cientifica sobre las enfermedades emergentes, con el fin de
determinar si los Miembros de la OMSA deben considerar la enfermedad como enfermedad emergente
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0 si se justifican otras medidas. En este aspecto, la Comisién tomé en consideracion las solicitudes de
otras fuentes, como los Miembros de la OMSA, los expertos y los centros de referencia.

9.1.1. Infeccién por el virus del edema de la carpa
Se recibieron comentarios de Japoén.
Contexto

En su reunion de febrero de 2020, la Comision para los Animales Acuaticos reviso la informacion
cientifica sobre la infeccién por el virus del edema de la carpa y acord6é que esta enfermedad
cumplia con la definicion de la OMSA de "enfermedad emergente”, de acuerdo con el Articulo
1.1.4. del Capitulo 1.1. Notificacion de enfermedades y aportacion de datos epidemioldgicos del
Cdédigo Acuatico.

En sus reuniones de febrero de 2021 y septiembre de 2021, la Comision reviso los comentarios
de los Miembros y las nuevas pruebas cientificas y acordé que cumplia la definicion de
"enfermedad emergente" de la OMSA, al tiempo que destacd que la infeccién por el virus del
edema de la carpa seguia causando mortalidad en poblaciones silvestres y de granja, pero que la
gravedad del impacto en la produccion no estaba clara.

En su reunién de febrero de 2022, la Comisién revisé las nuevas pruebas cientificas y subray6
gue, cada afio, se publicaban mas informes de detecciones y mortalidades causadas por la
infeccioén por el virus del edema de la carpa. La Comisién reconoci6 la incertidumbre en cuanto al
impacto en la produccién de la infeccién por el virus del edema de la carpa y el alcance de la
propagacion a escala mundial, en particular en Europa, y convino en que cumplia con la definicién
de "enfermedad emergente” de la OMSA.

En su reunién de septiembre de 2022, la Comision examind nuevas pruebas cientificas y tomé
nota de que, desde su reunion de febrero de 2022, se habian notificado mas brotes en la region
de Asia-Pacifico. La Comisidn convino en que la infeccion por el virus del edema de la carpa seguia
cumpliendo con la definicion de "enfermedad emergente" de la OMSA. Una vez mas, la Comisién
solicit6é a los Miembros que facilitasen toda la informacién pertinente sobre la infeccidon por el virus
del edema de la carpa para que la Comisién pudiera considerar el cumplimiento de los criterios de
inclusién en la lista de la OMSA (Capitulo 1.2.) o si ya no debia considerarse una enfermedad
emergente.

Informes de la Comisién donde se discutié del tema

Febrero de 2020 (item 7.3.3., pagina 17); septiembre de 2020 (item 6.3., pagina 17); febrero de
2021 (Parte B: item 2.2, pagina 11); septiembre de 2021 (item 5.2.1.1., pagina 27); febrero de
2022 (Parte B: Item 2.2.1.1., pagina 6) y septiembre de 2022 (ltem 6.2.1., pagina 12).

Reunion de febrero de 2023

La Comision indicé que sélo se habia recibido un comentario en respuesta a su solicitud de
informacion pertinente sobre la infeccién por el virus del edema de la carpa para que la Comisiéon
pudiera decidir si debian aplicarse los criterios de inclusién en la lista o si debia dejar de
considerarse una enfermedad emergente.

La Comisidn examiné las pruebas aportadas y observé que la infeccion por el virus del edema de
la carpa podia ser una enfermedad de importancia regional, aunque existieran ciertas diferencias
entre las cepas y los niveles de virulencia.

La Comisién convino en que, por el momento, la infeccién por el virus del edema de la carpa no
justificaba una evaluacién con respecto a los criterios de inscripcion en la lista y observo que no
habia interés por parte de los Miembros de disponer de normas que guien la gestién de la infeccién
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por el virus del edema de la carpa. Ademas, los Miembros no han naotificado la infeccién por el
virus del edema de la carpa como enfermedad emergente a través de la plataforma WAHIS de la
OMSA desde que la Comision la consider6 enfermedad emergente en febrero de 2020.

La Comisién convino en que la infeccién por el virus del edema de la carpa ya no respondia a la
definicion de "enfermedad emergente”. La Comision destaca que en el futuro, si cambiaba la
situacion de la infeccion por el virus del edema de la carpa y se aportaban nuevas pruebas
cientificas, se podia volver a examinar el cumplimiento de los criterios de inclusion en la lista.

La Comision indicé que los Miembros que desearan aplicar medidas contra la infeccion por el virus
del edema de la carpa podian hacerlo en base a un andlisis de riesgos.

La Comision reviso la ficha de la enfermedad de la infeccidn por el virus del edema de la carpa y
aceptd afiadir el tratamiento en un bafio salino como posible medida de control. Informé a los
Miembros de que la ficha revisada de la infeccién por el virus del edema de la carpa esté disponible
en el sitio web de la OMSA.

9.1.2. Infeccién por el nodavirus de la mortalidad encubierta (CMNV)

No se recibi6é ningin comentario.

Contexto

En su reunion de septiembre de 2022, la Comision para los Animales Acuaticos examino la
informacion cientifica disponible sobre el nodavirus de la mortalidad encubierta (CMNV) y convino
en que la infeccion por CMNV respondia a la definicion de enfermedad emergente y debia

notificarse a la OMSA de conformidad con el Articulo 1.1.4. del Cddigo Acuético.

Informes de la Comisién donde se discutié del tema

Informe de septiembre de 2022 (item 6.2.2., pagina 13).

Reunion de febrero de 2023

No se recibieron comentarios de los Miembros.

La Comision examind la informacion cientifica relativa a la infeccion por el nodavirus de la
mortalidad encubierta (CMNV) y convino en que la infeccion por CMNV sigue respondiendo a la
definicién de "enfermedad emergente" y debe notificarse a la OMSA de conformidad con el Articulo
1.1.4. del Cdédigo Acudtico.

La Comision anim6 a los Miembros a investigar los casos de mortalidad y morbilidad en las
diversas especies de animales acuaticos afectadas, haciendo hincapié en que una mejor
comprension del virus es esencial para controlar su posible propagacion y sus repercusiones en
las poblaciones de animales acuaticos.

La Comisién inform6 a los Miembros de la elaboraciéon de una ficha técnica sobre la enfermedad,
disponible en el sitio web de la OMSA.

Manual de pruebas de Diagndstico paralos Animales Acuaticos de la OMSA

La Comision para los Animales Acuéticos recordd a los Miembros el inicio del proceso de modificacion
progresiva del formato de los capitulos especificos de enfermedad del Manual Acuético a partir de un nuevo
modelo. Dado que los capitulos reformateados y actualizados presentan cambios sustanciales, la Comision
acordo, en su reunion de septiembre de 2019, que en sus informes sdélo se presentarian versiones limpias de
los capitulos, sin cambios aparentes. Los cambios posteriores realizados en estas revisiones iniciales a raiz
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de los comentarios de los Miembros se indicaran con el estilo habitual (es decir, tachado-paralas-supresiones
y doble subrayado para las adiciones).

Se creara un documento comparativo entre la version adoptada de un capitulo y el nuevo texto propuesto.
Este documento no se incluye en el informe de la Comisién, pero estara disponible si se solicita al
Departamento de Normas de la OMSA (AAC.Secretariat@WOAH.org).

La Comisién reflexion6 sobre la mejor manera de comunicar las modificaciones del Manual Acuatico para que
los Miembros puedan leer y comprender con mayor facilidad las decisiones de la Comision en respuesta a los
comentarios. La Comision decidié presentar la informacién en cuadros, en los que se indica la ubicacién en
el capitulo, un resumen del comentario y la decision. La Comisién agradece todos los comentarios de los
Miembros sobre este nuevo formato de informe.

Algunos Miembros enviaron los mismos comentarios para todos los capitulos del Manual Acuatico que
circularon en el informe de septiembre. La Comision para los Animales Acuaticos abordd estos comentarios
del siguiente modo:

Seccién/ paragrafo | Comentario Decisioén
2.3.6. Distribucion Cambiar el titulo “Distribucion En desacuerdo: "geographical” es el
geografica geogréafica” término correcto en inglés britanico, que

es el que utiliza la OMSA.

3.5.2. Conservacion | Presentar una referencia que confirme Afiadir la siguiente frase a los capitulos
de muestras parala | que se acepta la congelacion de las con informacion general:

deteccion molecular | muestras. “Las muestras de vigilancia para
demostrar la ausencia de enfermedad
se deberan tomar, almacenar y analizar
en un plazo que minimice la
degradacion de la muestra y maximice
la probabilidad de que el analito se
detecte si esta presente.”

“Los métodos estandar de toma,
conservacion y procesamiento de
muestras para técnicas moleculares se
pueden consultar en la Secciéon B.5.5.
del Capitulo 2.2.0. Informacién general
(enfermedades de los crustaceos).”

4.4, Aclarar el texto Se pueden utilizar rumereses diferentes
Amplificacion de kits y procedimientos para la extraccion
acido nucleico; de acido nucleico. La calidad y la
parrafo: Extraccion concentracién del &cido nucleico

de acido nucleico extraido son importantes y deberan

comprobarse mediante un método
adecuado a las circunstancias utilizande

la-densidad-6ptica-o-recurriendo-a-un
gel.
4.4.1. PCR en Aclarar el texto de los titulos Sustituir el tamafio del "producto” por el
tiempo real y 4.4.2. tamafio del "amplicon"; suprimir
PCR convencional: "sondas" de la tabla PCR convencional;
tablas sobre para la PCR anidada, las secuencias
secuencias de deben etiguetarse como "primaria" y
cebadores y sondas "anidada" en lugar de "interna" y
y parametros de "externa".

ciclado para la PCR
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Seccion/ paragrafo

Comentario

Decision

4.5. Secuenciacion
de amplicones

Aclarar el texto de los titulos

Debera verificarse el tamafio del

amplicén de la prueba PCR, por
ejemplo, mediante electroforesis en gel
de agarosa y-deberapurificarse por
isié . Las dos cadenas
de ADN del producto de la PCR
deberdn secuenciarse y analizarse ¥y

compararse en comparacion con las
secuencias de referencia.

6. Criterios de
diagnéstico
corroborativo

Eliminar el requisito de que todas las
pruebas presuntamente positivas se
envien al correspondiente laboratorio de
referencia de la OMSA: no es necesario
si el pais tiene capacidad para confirmar
la prueba presuntamente positiva. El
resultado positivo se notificara a la
OMSA a través del sistema WAHIS.
También es posible que no exista un
laboratorio de referencia de la OMSA
especifico para la enfermedad en
cuestion. Este requisito carece de
coherencia con el Manual Terrestre.

Borrar: “It is recommended that all
samples that yield suspect positive test
results in an otherwise pathogen-free
country or zone or compartment should
be referred immediately to the WOAH
Reference Laboratory for confirmation,
whether or not clinical signs are
associated with the case.”

llustrar que el parrafo se refiere a la
capacidad de diagnéstico mediante los
cambios en la frase siguiente:

“If a laberatery-Competent Authority

does not have the eapaeity-capability to
undertake the necessary diagnostic

tests it should seek advice from the
appropriate WOAH Reference
Laboratory, and if necessary, refer
samples to that laboratory for
confirmatory testing of samples from the
index case in a country, zone or
compartment considered free.”

En el caso de las enfermedades para
las que no existan laboratorios de
referencia de la OMSA, se afiadira:
"actualmente no existen laboratorios de
referencia de la OMSA designados para
esta enfermedad".

6. Criterios de
diagnéstico
corroborativo

¢,Cudl es la postura de la Comision
respecto al ADNa?

La posicion de la Comision sobre los
métodos de ADNa se destaca en su
documento de debate: Uso de los
métodos de ADN ambiental (ADNa)
para la deteccidn de las enfermedades
de los animales acuaticos de la lista de
la OMSA. Actualmente, los métodos de
ADNa sélo se recomiendan para una
enfermedad de la lista (Gyrodactylus
salaris).

6.1. Animales
aparentemente sanos o
de estado sanitario
desconocido

Sustituir "proximidad hidrogréfica" por
"vinculo hidrografico".

Mantener la proximidad "hidrogréfica" ya
gue se trata del término correcto
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Seccion/ paragrafo

Comentario

Decision

6.1.2. Definicién de
caso confirmado en
animales
aparentemente
sanosy 6.2.2.
Definicién de caso
confirmado en
animales
clinicamente
afectados

El bioensayo no es lo suficientemente
especifico para ser utilizado como
prueba de confirmacion

De acuerdo. Un resultado positivo al
bioensayo indica una sospecha de
infeccion, pero para confirmar la
infeccién se requiere otro método como
prueba de identificacion del agente. El
bioensayo se eliminara de todas las
definiciones de caso confirmado.

6.3. Sensibilidad y
especificidad
diagnésticas para las
pruebas de
diagnostico, Tabla
6.3.2. Vigilancia de
animales

Suprimir la Tabla 6.3.2 hasta que se
disponga de datos.

Mantener la Tabla 6.3.2., pero afiadir "no
se dispone actualmente de datos" al
texto del primer pérrafo de la seccién.

La Comision acordé previamente
mantener las tablas vacias en la
Seccibn 6 para dejar en claro la falta de
datos sobre el rendimiento del

aparentemente
sanos

diagndstico.

Las modificaciones descritas anteriormente se aplicaran a todos los capitulos que se propongan para
adopcion en mayo de 2023 o que se distribuyan para comentario de los Miembros, cuando corresponda.

10. Textos que se propondran para adopcion en mayo de 2023
10.1. Seccién 2.2. Enfermedad de los crustaceos
10.1.1. Capitulo 2.2.1. Enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda

Se recibieron comentarios de Australia, Canada, China (Rep. Pop. de), Estados Unidos de
América, Nueva Zelanda, Reino Unido, Taipéi Chino y la UE.

Contexto

En su reunién de febrero de 2022, la Comisién para los Animales Acuaticos revisé el Capitulo
2.2.1. Enfermedad de la necrosis hepatopancreédtica aguda, actualizado por los expertos del
laboratorio de referencia de la OMSA y reformateado en base al nuevo modelo de capitulo de
enfermedades.

En su reunion de septiembre de 2022, la Comision modificé el capitulo propuesto tras considerar
los comentarios de los Miembros. La Comisidn acordé revisar toda la informacién publicada sobre
las especies distintas de Vibrio parahaemolyticus que se han asociado con la enfermedad de la
necrosis hepatopancreatica aguda, en consulta con los dos laboratorios de referencia de la OMSA.

Informes de la Comisidn donde se discutié del tema

Informe de febrero de 2022 (Parte B: item 3.1.1.1., pagina 9) y septiembre de 2022 (item 7.1.2.,
pagina 15).

Reunion de febrero de 2023
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Seccioén/parrafo

Comentario

Decision

1. Ambito de
aplicacion

Suprimir la dltima frase, ya que se
han encontrado otras especies de
Vibrio portadoras de plasmidos
patégenos y causantes de la
muerte de langostinos.

De acuerdo. La Comisién seguira
reuniendo las conclusiones de los
laboratorios de referencia para
supervisar los progresos en las
pruebas cientificas que puedan
justificar un cambio en el ambito
de aplicacién del capitulo.

2.3.2. Signos clinicos,
incluidos los cambios
de comportamiento

Aclarar el texto, ya que el
hundimiento en el fondo del
tanque es un cambio de
comportamiento y no un signo
clinico.

De acuerdo. Se modificé el texto
en consecuencia.

3.2. Seleccion de
drganos o tejidos

Afiadir el estbmago como 6rgano
adecuado para la toma de
muestras.

En desacuerdo. No se proporcioné
ninguna referencia junto con el
comentario.

Tabla 4.1. Métodos
de diagndstico
recomendados por la
OMSAy su nivel de
validacion para la
vigilancia de
animales
aparentemente
sanosy la
investigacion de
animales
clinicamente
afectados

Sustituir "cultivo celular" por
"aislamiento”, ya que la
enfermedad de la necrosis
hepatopancreética aguda es la
infeccién con cepas de Vibrio
parahaemolyticus que contienen
un plasmido que no requiere
cultivo celular.

De acuerdo. Se realizo el
reemplazo para el diagndstico
presuntivo de animales
clinicamente afectados, tal y como
se describe en el capitulo.

Bioensayo suprimido para el
diagnéstico de confirmacion de un
resultado sospechoso de vigilancia
o de diagndstico presuntivo (ver
mas arriba la tabla de la
introduccion de la seccion del
Manual Acuético de este informe).

4.2. Histopatologia y
citopatologia

Redactar nuevamente la seccién
debido a incoherencias con otros
capitulos y afiadir referencias mas
recientes como Ananda Raja et al.
(2017).

En desacuerdo. Para la
enfermedad de la necrosis
hepatopancreética aguda es
importante describir las fases de la
enfermedad. Ananda Raja et al. no
describen su patologia, sino la de
V. parahaemolyticus que no causa
esta enfermedad. Los cambios
histopatolégicos causados por V.
parahaemolyticus no causantes de
la enfermedad son bastante
diferentes. Se afiadieron mas
detalles al texto.

4.4. Amplificacion del
acido nucleico

El protocolo de amplificacion
isotérmica mediada por bucle
(LAMP) se menciona en la Tabla
4.1y se utiliza para el diagnéstico
corroborativo en la Seccion 6.
Criterios de diagnéstico
corroborativo, pero en la Seccién
4.4. no se brinda ningn método
detallado.

De acuerdo. Se agreg6 una nueva
Seccioén 4.3 Protocolo de
amplificacion isotérmica mediada
por bucle que incluye uno de los
parametros como para los
protocolos PCR.
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Seccioén/parrafo

Comentario

Decision

4.4.2. PCR
convencional, Tabla

Fusionar los métodos 7 y 8 ya que
son dos pasos de la misma prueba

De acuerdo. Suprimir también los
métodos 1y 2, ya que se han

de los parametros de | PCR anidada.

ciclado

6.1.1. Definicion de
caso sospechoso en
poblaciones
aparentemente
sanas

6.2.1. Definicién de
caso sospechoso en
animales
clinicamente
afectados

desarrollado métodos mejorados.

Afadir un resultado positivo por
aislamiento y por bioensayo.

En desacuerdo. no es probable
que estas pruebas se utilicen en
animales aparentemente sanos.

Afadir un resultado positivo por De acuerdo.

aislamiento y por bioensayo.

El Capitulo revisado 2.2.1. Enfermedad de la necrosis hepatopancreética aguda figura en el Anexo
22 y se presentara para adopcién en la 90.2 Sesion General en mayo de 2023.

10.1.2. Capitulo 2.2.3. Infeccién por Hepatobacter penaei (hepatopancreatitis necrotizante)

Se recibieron comentarios de Australia, Canada, China (Rep. Pop. de), Estados Unidos de
América, Nueva Zelanda, Reino Unido y la UE.

Contexto

En su reunion de febrero de 2022, la Comision para los Animales Acuaticos reviso el Capitulo
2.2.3. Infeccién por Hepatobacter penaei (hepatopancreatitis necrotizante), actualizado por el
experto del laboratorio de referencia de la OMSA y reformateado utilizando el nuevo modelo de
capitulo especifico de enfermedad.

En su reunion de septiembre de 2022, la Comision modificé el capitulo propuesto tras considerar
los comentarios de los Miembros.

Informes de la Comisidn donde se discutié del tema

Informe de febrero de (Parte B: item 3.1.1.2., pagina 10) y septiembre de 2022 (item 7.1.4., pagina
17).

Reunion de febrero de 2023

Seccidn/paragrafo | Comentario Decisioén

2.3.1. Mortalidad,

Aclarar que el periodo de Afadir "siendo siempre los

morbilidad y incubacion y la gravedad de la juveniles los mas gravemente
prevalencia enfermedad dependen en cierta afectados".

medida del tamafio o de la edad.
2.3.1. Mortalidad, Suprimir el texto: no tiene sentido | De acuerdo.

morbilidad y
prevalencia

practico comparar la mortalidad
entre los reproductores afectados
por la Infeccién por Hepatobacter
penaei y los que no lo estan.
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Seccién/paragrafo

Comentario

Decision

3.2. Seleccion de
drganos o tejidos

Aclarar la finalidad de seleccionar
el hepatopancreas como muestra
preferente.

En desacuerdo. La frase es clara
tal como esté escrita.

Tabla 4.1. Métodos de
diagndstico
recomendados por la
OMSA y su nivel de
validacion para la
vigilancia de animales
aparentemente sanosy
la investigacion de
animales clinicamente
afectados

Suprimir el bioensayo para el
diagnéstico de confirmacion de un
resultado sospechoso, ya que un
resultado positivo del bioensayo
indica sospecha de infeccion, pero
debe confirmarse mediante otro
método.

De acuerdo. Se eliminé la Seccién
6.2.2. Definicién de caso
confirmado en animales
clinicamente afectados (ver la
tabla con los cambios
armonizados para todos los
capitulos anteriores).

4.2. Histopatologia y
citopatologia

Afadir que se recomiendan
métodos moleculares para el
"cribado de la poblacién para la
infeccién por H. penaei”, en aras
de coherencia con el Codigo
Acuético. Creo

De acuerdo.

4.4.1. PCR en
tiempo real y 4.4.2.
PCR convencional:
tablas sobre
secuencias de
cebadores y sondas
y parametros de los
ciclos de PCR

Afiadir el nombre del gen a las
tablas.

De acuerdo. Ademds, como el
titulo de la columna es
"patdgeno/gen diana", se afadio el
patégeno. En el texto de la version
inglesa, cambio "FIg" por "flagella
hook gene" en el texto cuando
fuera relevante.

El Capitulo revisado 2.2.3. Infeccion por Hepatobacter penaei (hepatopancreatitis necrotizante
figura en el Anexo 23y se presentara para adopcion en la 90.2 Sesion General de mayo de 2023.

10.1.3. Capitulo 2.2.4. Infeccidn por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética
infecciosa (IHHNV)

Se recibieron comentarios de Australia, Canada, China (Rep. Pop. de), Estados Unidos de
América, Nueva Zelanda, Reino Unido, Taipéi Chino y la UE.

Contexto

En su reunion de febrero de 2022, la Comision para los Animales Acuéticos reviso el Capitulo
2.2.4. Infeccion por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa actualizado
por los expertos del laboratorio de referencia de la OMSA y reformateado utilizando el nuevo
modelo de capitulo de enfermedades.

En su reunién de septiembre de 2022, la Comision modific el capitulo propuesto tras considerar
los comentarios de los Miembros.

Informes de la Comisidn donde se discutio del tema

Informe de febrero de 2022 (Parte B: item 3.1.1.3., pagina 10) y septiembre de 2022 (item 7.1.5.,
pagina 18).

Reunion de febrero de 2023
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Seccioén/parrafo

Comentario

Decision

2.1.1. Agente
etiolégico

Afadir texto declarando que los
genotipos de la IHHNV en Ecuador
y Pera se encontraron dentro de
un linaje separado de los
genotipos del IHHNV tipo 2 que
circulan dentro de dichos paises.

De acuerdo.

2.2.2. Especies con
evidencia incompleta
de susceptibilidad

Comprobar si las cinco especies
de peces de aleta suprimidas en el
texto deben figurar en la tabla.

La regla indica que, si existen mas
de 10 especies, deben
enumerarse en formato de tabla.
Como habia més de 10, todas las
especies enumeradas inicialmente
en el texto se incorporaron en la
tabla.

Afiadir una leyenda a la tabla.

En desacuerdo. No es necesario.

2.3. Cuadro clinico

Reorganizar la informacion de las
Secciones 2.3.1.-2.3.3. para
adoptar un enfoque diferente a la
hora de describir el modelo de la
enfermedad en términos de
infeccién aguda o croénica,
prevalencia, transmision, infeccion
experimental, etc.

En desacuerdo. El enfoque que se
sigue aqui se practica desde hace
mucho tiempo, se utiliza en todos
los capitulos sobre enfermedades
de los crustaceos y la
reorganizacion propuesta no
aporta ningun valor afadido.

2.3.1. Mortalidad,
morbilidad y
prevalencia

Suprimir la declaracién sobre el
cuadro clinico de la IHHNV en
Peru y Ecuador, ya que induce a
error al sugerir que el genotipo no
es virulento.

En desacuerdo. La afirmacion
representa con exactitud las
conclusiones del estudio de
referencia.

3.1. Seleccion de
poblaciones y
muestras
individuales

Afiadir una frase sobre los
especimenes adecuados para las
pruebas de deteccion de la
infeccion por el virus de la necrosis
hematopoyeética infecciosa.

De acuerdo.

Afadir "utilizando las pruebas de
la Tabla 4.1." al final de la
segunda frase, ya que los limites
de deteccion dependen de las
pruebas y de la estrategia de
vigilancia.

En desacuerdo. El objetivo de esta
seccion es describir qué muestras
son las mejores para demostrar el
estatus libre de enfermedad; se
recomiendan todas las pruebas
clasificadas en la Tabla 4.1.

3.4. Muestreo no
letal

Proporcionar referencias o datos
sobre los pardmetros de
diagnéstico cuando se utilice la
hemolinfa o los ple6podos
tomados de muestras no letales
como método de deteccion del
virus de la necrosis
hematopoyética infecciosa en
poblaciones aparentemente sanas.

En desacuerdo. El rendimiento
diagnostico va mas alla del ambito
de aplicacién de esta seccién, que
trata la seleccion del tipo de tejido.
De acuerdo con incluir la siguiente
frase:

Si se utilizan tipos de muestras no
letales, debera tenerse en cuenta

el rendimiento del método de

diagnéstico para un fin de uso
especifico.
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Seccidn/parrafo Comentario Decisioén

3.5.1. Muestras para | Cambiar el titulo de "Muestras De acuerdo.
el aislamiento de para el aislamiento de patégenos"”
patégenos por "Muestras para bioensayo" y

suprimir la mencion del
aislamiento de patdégenos en la
primera frase, ya que la IHHNV no
crece in vitro.

Tabla 4.1. Métodos de | Afiadir un bioensayo para el De acuerdo. Se afiadi6 a la tabla a
diagnéstico diagndéstico presuntivo de peces tales efectos y, en consecuencia,
recomendados por la clinicamente afectados, ya que se | se agregd a la Seccién 6.2.1.
OMSA y su nivel de describe en el capitulo y es Definicién de caso sospechoso en
validacién para la adecuado para el diagnéstico de la | animales clinicamente afectados
vigilancia de animales IHHNV

aparentemente sanosy ’

la investigacion de

animales clinicamente

afectados

Table 4.4.2.1. Corregir las secuencias para los De acuerdo.

Conjunto de cebadores directo e inverso en el

cebadores método 2.

recomendados para

la deteccion de la

IHHNV por PCR

convencional

6.2.2. Definicién de La histopatologia debe ser uno de | En desacuerdo. La histopatologia
caso confirmado en los métodos de diagnostico por si sola no basta para confirmar
animales clinicamente | enumerados en la Seccién 6.2.2. | un caso positivo.

afectados

El Capitulo revisado 2.2.4. Infeccion por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética
figura en el Anexo 24 y se propondra para adopcion en la 90.2 Sesidon General de mayo de 2023.

10.1.4. Capitulo 2.2.5. Infeccidn por el virus de la mionecrosis infecciosa

Se recibieron comentarios de Canadd, China (Rep. Pop. de), Estados Unidos de América, Nueva
Zelanda, Reino Unido y la UE.

Contexto
En su reunién de septiembre de 2022, la Comisién para los Animales Acuaticos reviso el Capitulo
2.2.5. Infeccion por el virus de la mionecrosis infecciosa actualizado por los expertos del laboratorio

de referencia de la OMSA y reformateado utilizando el nuevo modelo de capitulo de enfermedades.

Informes de la Comisidn donde se discutio del tema

Informe de septiembre de 2022 (item 7.1.6., pagina 19).

Reunién de febrero de 2023
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Seccioén/parrafo

Comentario

Decision

2.1.1. Agente
etiolégico

Se dej6 en claro que el virus de la
mionecrosis infecciosa se asigna
provisionalmente a la familia
Totiviridae y se actualizaron las
referencias correspondientes.

3.1. Seleccién de las
poblaciones y
muestras
individuales

Afadir "utilizando las pruebas de
la Tabla 4.1." al final de la
segunda frase, ya que los limites
de deteccion dependen de las
pruebas y de la estrategia de
vigilancia.

En desacuerdo. El objetivo de esta
seccion es describir qué muestras
son las mejores para demostrar el
estatus libre de enfermedad; se
recomiendan todas las pruebas
clasificadas en la Tabla 4.1.

3.4. Muestreo no
letal

Aportar referencias o datos sobre
los parametros de diagnoéstico
cuando se utilice la hemolinfa o los
pleépodos tomados de muestras
no letales como método de cribado
del virus de la mionecrosis
infecciosa en poblaciones
aparentemente sanas.

En desacuerdo. El rendimiento del
método de diagndstico supera el
ambito de esta seccibn, que trata
la seleccion del tipo de tejido. Se
afiadioé una declaracion para
considerar el impacto en el
rendimiento diagndstico.

caso confirmado en
poblaciones
aparentemente
sanas

definicién por no ser
suficientemente especifica.

6.1.1. Definicion de | Suprimir la histopatologia de la De acuerdo.
caso sospechoso en | definicién, ya que no puede

poblaciones recomendarse para animales

aparentemente aparentemente sanos.

sanas

6.1.2. Definicion de | Suprimir la hibridacion in situ de la | De acuerdo.

6.2.2. Definicién de
caso confirmado en
animales clinicamente
afectados

Afadir histopatologia a la
definicién.

En desacuerdo. No es lo
suficientemente especifica como
para confirmar un caso positivo.

El Capitulo revisado 2.2.5. Infeccion por el virus de la mionecrosis infecciosa figura en el Anexo 25

y se propondra para adopcién en la 90.2 Sesion General en mayo de 2023.

10.1.5. Capitulo 2.2.7. Infeccidn por el virus del sindrome de Taura

Se recibieron comentarios de Australia, Canada, China (Rep. Pop. de), Estados Unidos de

América, Nueva Zelanda, Reino Unido y la UE.

Contexto

En su reunién de septiembre de 2022, la Comisién para los Animales Acuéticos reviso el Capitulo
2.2.7. Infeccién por el virus del sindrome de Taura actualizado por los expertos del laboratorio de

referencia de la OMSA y reformateado utilizando el nuevo modelo de capitulo de enfermedades.

Informes de la Comisidn donde se discutio del tema

Informe de septiembre de 2022 item 7.1.7., pagina 20).

Reunién de febrero de 2023
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Seccioén/parrafo

Comentario

Decision

3.1. Selecciéon de
poblaciones y
muestras
individuales

Afadir "utilizando las pruebas
de la Tabla 4.1." al final de la
segunda frase, ya que los
limites de deteccion
dependen de las pruebas y
de la estrategia de vigilancia.

En desacuerdo. El objetivo de esta
seccion es describir las mejores
muestras para detectar el virus del
sindrome de Taura; se recomiendan
todas las pruebas clasificadas en la
Tabla 4.1. Suprimir el texto que hace
referencia a la certificacion de ausencia
de la infeccién por el virus del sindrome
de Taura de la ultima frase por carecer
de utilidad.

3.4. Muestreo no
letal

Presentar referencias o datos
sobre los pardmetros de
diagndstico cuando se utiliza
la hemolinfa o los pleépodos
tomados de muestras no
letales como método de
deteccién de los virus del
sindrome de Taura en
poblaciones aparentemente
sanas.

En desacuerdo. El rendimiento de las
pruebas de diagndstico esta fuera del
ambito de aplicacién de esta seccion,
que trata la seleccion del tipo de tejido.
Se acord6 incluir la siguiente frase:

Si se utilizan tipos de muestras no
letales, debera tenerse en cuenta el

rendimiento de los métodos de

diagnéstico para un fin de uso
especifico.

3.5.1 Muestras para
el aislamiento de
patégenos

Sustituir el parrafo por "no
disponible", ya que el cultivo
celular no puede utilizarse
para el aislamiento del
sindrome de Taura.

Se remplaz6 "aislamiento de
patégenos" por "bioensayo" en el titulo
y en el texto para que la seccién
abarque ahora el material para
bioensayo.

4.2.1. Fase aguda
del sindrome de
Taura

Suprimir la primera frase, ya
gue no es pertinente para la
histopatologia y la
citopatologia.

En desacuerdo. El comentario es
incorrecto - la necrosis se observa en
secciones histoldgicas.

4.2.3. Fase cronica
de la infeccién por el
sindrome de Taura

Suprimir la primera frase, ya
gue no es pertinente para la
histopatologia y la
citopatologia.

En desacuerdo. La frase introduce el
texto sobre los hallazgos histolégicos.

6.1.1. Definicion de
caso sospechoso en
poblaciones
aparentemente
sanas

Suprimir la histopatologia de
la definicidn, ya que no puede
recomendarse para animales
aparentemente sanos.

De acuerdo. Sin embargo, se mantuvo
en la Tabla 4.1. por tratarse de un
método util para detectar la infeccion
por el sindrome de Taura en las fases
aguda y croénica de la infeccién.

6.1.2. Definicion de
caso confirmado en
poblaciones
aparentemente
sanas

Suprimir la hibridacién in situ
de la definicion, ya que no es
suficientemente especifica
para confirmar un caso en
esta poblacion.

De acuerdo.

6.2.2. Definicién de
caso confirmado en
animales clinicamente
afectados

Afadir la histopatologia a la
definicion.

En desacuerdo. No es lo
suficientemente especifica para
confirmar un caso positivo.

El Capitulo revisado 2.2.7. Infeccion por el virus del sindrome de Taura figura en el Anexo 26 y se

presentara para adopcion en la 90.2 Sesion General de mayo de 2023.
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10.1.6. Capitulo 2.2.8. Infeccién por el virus del sindrome de las manchas blancas

Se recibieron comentarios de Australia, Canada, China (Rep. Pop. de), Estados Unidos de
América, Nueva Zelanda, Reino Unido y la UE.

Contexto

En su reunién de septiembre de 2022, la Comisién para los Animales Acuéticos reviso el Capitulo
2.2.8. Infeccidn por el virus del sindrome de las manchas blancas (WSSV), actualizado por los
expertos del laboratorio de referencia de la OMSA y reformateado utilizando el nuevo modelo de
capitulo sobre enfermedades.

La Comisidn tomo nota de que las evaluaciones llevadas a cabo por el Grupo ad hoc sobre la
susceptibilidad de las especies de crustaceos a las enfermedades de la lista de la OMSA para la
infeccién por el virus del sindrome de las manchas blancas en junio de 2016 no habian sido
aplicadas previamente por la Comisién ya que aun no se habia adoptado el Articulo 1.5.9. del
Capitulo 1.5. Criterios para la inclusién de especies en la lista como susceptibles al virus del
sindrome de las manchas blancas. La Comisién tomé nota de que el texto adoptado actualmente
en la Seccion 2.2.1. del Capitulo 2.2.8. del Manual Acuético no se revisaria hasta finalizar esta
revision.

Informes de la Comisidn donde se discutio del tema

Informe de septiembre de 2022 (item 7.1.8., pagina 20).

Febrero de 2023

La Comision sefial6 de que la literatura cientifica sobre la susceptibilidad de los crustaceos a la
infeccién por el WSSV no se habia vuelto a evaluar desde la Gltima reunién del Grupo ad hoc sobre
susceptibilidad de las especies de crustaceos a la infeccion por las enfermedades de la lista de la
OMSA en junio de 2016. La Comision reconocié que la aplicacion de los criterios del Capitulo 1.5.
Criterios para la inclusiébn de especies susceptibles de infeccibn por un agente patégeno
especifico, puede dar lugar a especies adicionales que cumplan los criterios de susceptibilidad y
repercutir en la aplicacién de los criterios del Articulo 1.5.9. La Comision destac6 que el grupo ad
hoc habia sido convocado nuevamente para completar las evaluaciones de las restantes
enfermedades de la lista de la OMSA al que solicito actualizar las evaluaciones de la infeccion por
el virus del sindrome de las manchas blancas para asegurarse de que la lista de especies
susceptibles se basa en la literatura actual. Una vez que el grupo ad hoc haya terminado este
trabajo, la Comision aplicara el Articulo 1.5.9. del Capitulo 1.5. para modificar el Articulo 9.8.2. del
Caédigo Acuatico y los Articulos 2.2.1. y 2.2.2. del Manual Acuatico.
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10.2.

Seccidn/parrafo Comentario Decisioén

3.4. Muestreo no Afadir una referencia a la Seccion | En desacuerdo. No es necesario ni

letal 6. Criterios de diagndstico apropiado incluir aqui el tamafio
corroborativo para determinar el de la muestra. Se deben tener en
tamafio de la muestra al cuenta multiples cuestiones a la
seleccionar animales de hora de disefiar una encuesta,
poblaciones aparentemente sanas | como la prevalencia esperada, la
o clinicamente afectadas. confianza, etc.

Acord6 incluir esta afirmacion:
Si se utilizan tipos de muestras no

letales, debera tenerse en cuenta
el rendimiento del método de

diagnéstico para una finalidad

especifica.

4.4.1. PCRen Afadir el nimero de acceso a De acuerdo.
tiempo real GenBank y corregir los parametros

de ciclado.
6.1.2. Definiciébn de | Suprimir la hibridacién in situ de la | De acuerdo. Sin embargo, se
caso confirmado en | definicién, ya que no es suprimié debido a la sensibilidad
animales suficientemente especifica para en esta poblacion.
aparentemente confirmar un caso en esta
sanos poblacion.
6.2.2. Definicion de | Afiadir histopatologia a la En desacuerdo. No es lo
caso confirmado en | definicién. suficientemente especifica para
animales confirmar un caso positivo.
clinicamente
afectados

El Capitulo revisado 2.2.8. Infeccién por el virus del sindrome de las manchas blancas figura en el
Anexo 27 y se presentara para adopcion en la 90.2 Sesién General de mayo de 2023.

Seccion 2.3. Enfermedades de los peces

10.2.1. Capitulo 2.3.1. Infeccién por Aphanomyces invadans (sindrome epizoético
ulcerante)

Se recibieron comentarios de Australia, China (Rep. Pop. de), Estados Unidos de América, Nueva
Zelanda, Reino Unido, Taipéi Chino y la UE.

Contexto
En su reunion de febrero de 2022, la Comision para los Animales Acuéticos reviso el Capitulo
2.3.1. Infeccion por Aphanomyces invadans (sindrome epizodtico ulcerante) actualizado y

reformateado utilizando el nuevo modelo de capitulo de enfermedades.

En su reunién de septiembre de 2022, la Comision modificé el capitulo propuesto tras considerar
los comentarios de los Miembros.

Informes de la Comisidn donde se discutio del tema

Informe de febrero de 2022 (Parte B: item 3.1.2.1., pagina 10) e informe de septiembre de 2022
(item 7.2.1., pagina 21).
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Reunion de febrero de 2023

Seccién/ parrafo

Comentario

Decisiéon

2.4.6. Desinfeccion
de huevos y larvas:
primera frase

Suprimir el texto y sustituirlo por
"No aplicable" porque los huevos y
larvas de peces no se infectan por
A. invadans.

Se modifico el texto para que se
lea: "No hay protocolos publicados
para la desinfeccion de A.
invadans".

4.1. Observacioén de
signos clinicos

Incluir una descripcion de los
signos clinicos, ya que se incluye
en la Tabla 4.1. como método
recomendado para la vigilancia
especifica.

De acuerdo. Se afiadié esta nueva
seccion y, en consecuencia, se
enmendé la Seccién 5. Prueba(s)
recomendada(s) para la vigilancia
a fin de demostrar la ausencia de
la enfermedad en poblaciones
aparentemente sanas.

4.4.2. PCR
convencional

Afiadir detalles de especificidad y
sensibilidad de los tres cebadores
PCR y protocolos para facilitar la

seleccién del usuario.

Estos detalles se encuentran en
las publicaciones y en la tabla de
parametros de los ciclos de PCR.
Se afiadi6 una frase de referencia
sobre la reactividad cruzada de

uno de los ensayos de PCR con A.

frigidophilus.

4.6. Hibridacién in
situ

Se acorto la descripcion del
procedimiento, ya que incluia
detalles innecesarios.

5. Prueba(s)
recomendada(s)
para la vigilancia a
fin de demostrar la
ausencia en
poblaciones
aparentemente
sanas

Debe indicarse que el examen de
los signos macroscépicos en las
poblaciones diana es la prueba de
vigilancia especifica para declarar
la ausencia de infeccion por A.
invadans.

De acuerdo. Se remplazé el texto
existente por la declaracion
propuesta y afiadio una referencia
a la nueva Seccibén 4.1.
Observacion de signos clinicos.

El Capitulo revisado 2.3.1. Infeccién por Aphanomyces invadans (sindrome epizoético ulcerante)
figura en el Anexo 28 y se presentara para adopcion en la 90.2 Sesion General de mayo 2023.

10.2.2. Capitulo 2.3.2. Infeccién por el virus de la necrosis hematopoyética epizoética

Se recibieron comentarios de Australia, Canada, China (Rep. Pop. de), Estados Unidos de
América, Nueva Zelanda, Reino Unido, Tailandia y la UE.

Contexto

En su reunién de septiembre de 2021, la Comision para los Animales Acudticos revisé el Capitulo
2.3.2. Infeccidn por el virus de la necrosis hematopoyética epizootica actualizado por los expertos
del laboratorio de referencia de la OMSA y reformateado utilizando el nuevo modelo de capitulo
de enfermedades.

En sus reuniones de febrero y septiembre de 2022, la Comisién modifico el capitulo propuesto tras
considerar los comentarios de los Miembros.

Informes de la Comisidn donde se discutio del tema
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Informe de septiembre de 2021 (item 6.1.3., pagina 31); febrero de 2022 (Parte B: item 3.1.2.2.,

pagina 11) y septiembre de 2022 (item 7.2.2., pagina 22).

Reunion de febrero de 2023

Seccioén/parrafo

Comentario

Decisiéon

2.2.1. Especies
hospedadoras
susceptibles y 2.2.2.
Especies con
evidencia incompleta
de susceptibilidad

Hacer referencia a cada una de las
especies.

Las referencias se incluyen en el
informe del Grupo ad hoc sobre la
susceptibilidad de las especies de
peces a las enfermedades de la
lista de la OMSA.

2.2.3. Probabilidad
de infeccion por
especie, etapa de
vida del hospedador,
poblacion o
subpoblaciones

Suprimir "otros" en la frase, ya que
no se describe la infeccién de los

huevos o de las primeras fases de
vida de ninguna especie de peces.

De acuerdo.

2.2.5. Reservorios
de infeccién en
animales acuaticos

Afiadir una frase sobre los brotes
esporadicos observados en zonas
endémicas del virus de la necrosis
hematopoyética epizodtica y
aclarar por qué sélo se hace
referencia especifica a la trucha
arco iris y a la perca europea.

En base a los comentarios del
experto del laboratorio de
referencia, se suprimié todo el
texto existente y se reemplazé por
"Ninguno conocido".

2.3.1. Mortalidad,
morbilidad y
prevalencia

Afiadir una frase indicando que las
percas europeas de distintas
zonas geogréaficas demostraron
ser susceptibles a la necrosis
hematopoyética epizodtica en
condiciones experimentales.

De acuerdo.

2.3.6. Distribucién
geografica

Ampliar la frase sobre el virus de
la necrosis hematopoyética
epizodtica en Australia incluyendo
los resultados publicados sobre los
brotes esporadicos que afectan a
un pequefio nimero de percas
europeas.

De acuerdo.

3.1. Seleccién de las
poblaciones y
muestras
individuales,
apartado i)

Suprimir "trucha arco iris", ya que
la perca europea es mucho mas
susceptible al virus de la necrosis
hematopoyética epizodtica.

Aclarar que se deben extraer
muestras de la perca europea
cuando estén disponibles; en caso
contrario, se debe hacer lo mismo
con la trucha arco iris o0 las demas
especies susceptibles enumeradas
en la Seccion 2.2.1.

3.1., apartado ii) Sustituir "lotes de poblacién" por De acuerdo.
"unidades epidemioldgicas".
3.1., apartado iii) Proponer algunos cambios De acuerdo.

menores en el texto para que la
frase abarque el muestreo durante
los brotes de enfermedades que
se producen fuera de un entorno
de piscifactoria.
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Seccioén/parrafo

Comentario

Decision

3.4. Muestreo no
letal

Afadir una referencia que
justifique la afirmacién o suprimir
el texto.

Remplazar el texto por “No
aplicable”.

4. Métodos de
diagnostico, primer
parrafo

Suprimir "vigilancia de" en el
apartado i).

En desacuerdo. Los textos reflejan
el titulo de las columnas A, B, C en
la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Métodos
de diagndstico
recomendados por la
OMSAy su nivel de
validacion para la
vigilancia de
animales
aparentemente
sanosy la
investigacion de
animales
clinicamente
afectados

Reducir la puntuacion del cultivo
celular para los tres fines, ya que
puede ser apropiado para la
vigilancia de animales
aparentemente sanos
durante/después de un brote de
necrosis hematopoyética
epizodtica, pero no hay pruebas
de que sea el caso para la
vigilancia general de la
enfermedad.

De acuerdo con el laboratorio de
referencia. El cultivo celular se
utiliza menos desde la apariciéon
de las pruebas moleculares y es
lento y laborioso.

4.3.2. Cultivo celular

Modificar el titulo por "Lineas
celulares para el aislamiento del
virus", ya que la seccion sélo
describe las lineas celulares
utilizadas para incubar el virus de
la necrosis hematopoyética
epizodtica.

De acuerdo.

Suprimir la dltima frase, debido a
que se refiere a la identidad de los
virus en cultivo celular y es
irrelevante para esta seccion.

De acuerdo. La frase se traslado a
la Seccién 4.3.4. Interpretacion de
los resultados.

4.4.1. PCR en
tiempo real, tabla de
los parametros de

Reinsertar las pruebas PCR en
tiempo real descritas por Jaramillo
et al. (2012) y Stilwell et al. (2018)

De acuerdo. Se afiadieron ambos
métodos y los detalles
correspondientes.

ciclado PCR basandose en el texto y las
referencias originales.
4.9. Métodos para la | Trasladar la frase sobre la prueba | De acuerdo.
deteccidn basados ELISA indirecta de la Seccion
en anticuerpos o 4.10. Otros métodos a esta
antigenos Seccion, por adaptarse mejor.
4.10. Otros métodos | Suprimir la primera frase, ya que De acuerdo.

contradice la literatura publicada.

El Capitulo revisado 2.3.2. Infeccidn por el virus de la necrosis hematopoyética epizodtica figura

en el Anexo 29 y se propondra para adopcion en la 90.2 Sesién General de mayo de 2023.

10.2.3. Seccién 2.2.1. del Capitulo 2.3.9. Infeccion por el virus de la viremia primaveral de la

carpa

Se recibieron comentarios de China (Rep. Pop. de), Reino Unido, Taipéi Chino y la UE.

Contexto
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En su reunién de septiembre de 2022, la Comisién para los Animales Acuaticos acordd incluir la
carpa Jinsha bass (Percocypris pingi) en la lista de especies susceptibles de la Seccién 2.2.1. del

Capitulo 2.3.9. Infeccién por el virus de la viremia primaveral de la carpa.

Informes de la Comisidn donde se discutio del tema

Informe de septiembre de 2022 (item 7.2.3., pagina 23).

Reunién de febrero de 2023

Seccidn/ parrafo

Comentario

Decisiéon

especies susceptibles no respetan
la convencion utilizada en el
Cddigo Acuético de utilizar
Unicamente la mayuscula para los
nombres propios.

2.2.1. En inglés, el nombre comudn de En la versién inglesa, "Jingsha
Percocypris pingi deberia ser bass carp" se cambié por "Jingsha
"Jingsha barbel carp”, ya que el barbel carp" (ver item 7.4.).
estatus taxondémico de este pez
es: “Cyprinidae, Subbarbinae,
Genus of barbel carp.”

2.2.1. Los nombres comunes de las Los nombres comunes que ho

empiezan por nombres propios se
cambiaron a minudsculas.

Los demas casos en que esto
ocurra se modificaran en la version
2023 del Manual Acuético.

La Seccion revisada 2.2.1. del Capitulo 2.3.9. Infeccidn por el virus de la viremia primaveral de la
carpa figura en el Anexo 30 y se propondra para adopcién en la 90.2 Sesién General de mayo de

2023.

10.3.

10.3.1. Secciones 2.2.1. y 2.2.2. del Capitulo 2.4.2. Infecciébn por Bonamia exitiosa y

Seccién 2.4. Enfermedades de los moluscos

Secciones 2.2.1.y 2.2.2. del Capitulo 2.4.3. Infeccién por Bonamia ostreae

Se recibieron comentarios del Reino Unido y la UE.

Contexto

En su reunién de septiembre de 2022, la Comision para los Animales Acuéticos convino en
modificar los Capitulos 2.2.1. y 2.2.2. del Capitulo 2.4.2. Infeccidon por Bonamia exitiosa y el
Capitulo 2.4.3. Infeccién por Bonamia ostreae, con respecto a la nueva nomenclatura de la ostra
Suminoe y la ostra de copa del Pacifico (ver item 7.6.)

Informes de la Comisidn donde se discutié del tema

Secciones 2.2.1.y 2.2.2. del Capitulo 2.4.3. Infeccion por Bonamia ostreae: Informe de febrero de
2022 (Parte B: item 7.3.1., pagina 23).

Reunion de febrero de 2023

Capitulo/ Comentario Decisioén

Seccibén
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Capitulo 2.4.2., En FAOTERM, el nombre comun en | En la versién inglesa, el nombre

Seccién 2.2.1. y inglés para Magallana (Syn. comun de Magallana (Syn.

Capitulo 2.4.3., Crassostrea) ariakensis se Crassostrea) ariakensis se

Seccién 2.2.1. reemplazé recientemente por reemplazoé por “Ariake cupped
“Ariake cupped oyster”. oyster” (ver item 7.6).

Las Secciones revisadas 2.2.1. y 2.2.2. del Capitulo 2.4.2. Infeccion por Bonamia exitiosa, y las
Secciones 2.2.1.y 2.2.2. del Capitulo 2.4.3. Infeccién por Bonamia ostreae figuran en el Anexo 31
y el Anexo 32, respectivamente y se propondran para adopcion en la 90.2 Sesion General en mayo
de 2023.

10.3.2. Secciones 2.2.1.y 2.2.2. del Capitulo 2.4.4. Infeccién por Marteilia refringens
Se recibieron comentarios de los Estados Unidos de América, del Reino Unido y la UE.
Contexto

En su reunién de septiembre de 2022, la Comision para los Animales Acuéticos examino el informe
del Grupo ad hoc sobre la susceptibilidad de las especies de moluscos a la infeccion por
enfermedades de la lista de la OMSA que realizé evaluaciones de las especies susceptibles a la
infeccion por Marteilia refringens segun los criterios presentados en el Capitulo 1.5. Criterios para
la inclusion de especies susceptibles de infeccion por un agente patégeno especifico. La Comision
acordo modificar las Secciones 2.2.1.y 2.2.2. del Capitulo 2.4.4. Infeccién por Marteilia refringens,
de acuerdo con las recomendaciones del grupo ad hoc, excepto para el copépodo (Paracartia
grani). La Comision convino en afiadir un nuevo parrafo en la Seccion 2.2.1. para reflejar la
situacion unica del riesgo asociado al copépodo (Paracartia grani) como hospedador intermediario.

Informes de la Comisién donde se discutié del tema

Informe de febrero de 2022 (Parte B: item 7.3.1., pagina 23).

Reunion de febrero de 2023

Seccion/parrafo Comentario Decision

2.2.1. En la versién inglesa, el nombre En inglés, "striped venus" (almeja
comun de la Chamelea gallina de la venus rayada) se cambid por
debe incluir la palabra "clam" al "striped venus clam" (ver item
final. 7.7.).

Las Secciones revisadas 2.2.1.y 2.2.2. del Capitulo 2.4.4. Infeccion por Marteilia refringens figura
en el Anexo 33y se propondra para adopcién en la 90.2 Sesion General en mayo de 2023.

11. items para comentario de los Miembros
11.1. Seccién 2.2. Enfermedades de los crustaceos
11.1.1. Capitulo 2.2.0. Informacion general: enfermedades de los crustaceos

Se recibieron comentarios de Australia, Canada, China (Rep. Pop. de), Estados Unidos de
Ameérica, Reino Unido, Tailandia, y la UE.

Contexto

Informe de la reunion de la Comision de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos / Febrero de 2023



En su reunion de septiembre de 2022, la Comisién para los Animales Acuéticos modificé el
Capitulo 2.2.0. Informacion general (enfermedades de los crustaceos), en consulta con los

expertos del laboratorio de referencia para las enfermedades de los crustaceos.

Informes de la Comisidn donde se discutio del tema

Informe de septiembre de 2022 (item 7.1.1., pagina 15).

Reunién de febrero de 2023

Seccidn/parrafo

Comentario

Decisiéon

Comentario general
sobre las referencias
cruzadas de los
capitulos del Manual
Acuatico

Las referencias cruzadas de los
capitulos deben ser coherentes en
todo el Manual Acuatico.

De acuerdo. El estilo consiste en
indicar el nimero de capitulo y el
titulo completos, en cursiva, la
primera vez que se mencionan;
para todas las referencias
posteriores dentro del capitulo se
utiliza sélo el nimero de capitulo.
Como los capitulos de informacion
general tienen secciones
diferenciadas, se aplica la misma
regla, pero adaptada: la primera
vez que se menciona en cada
seccién, el titulo completo;
después, soélo el nUmero de
capitulo.

Especificaciones en
funcion del estado
clinico

muestreo de poblaciones
aparentemente sanas para la
ausencia de enfermedad o la
vigilancia.

A.l.2. Sustituir "lotes" por "unidades De acuerdo.
Especificaciones en | epidemioldgicas".
Luongigcr;édnedlg los Aclara}r los gp_artados i) aiv), que _En desacu_erdo. El _pérrafo_ )
crustaceos se refieren tnicamente al mtroduqtorlo se refl_er_e al _dlseno
muestreo de animales enfermos, de un sistema de vigilancia para
mientras que el parrafo inicial de la | demostrar el estatus libre de
Seccion 1.2 hace referencia a enfermedad de un pais, zona o
diversas razones para el compartimento, por lo que la
muestreo. seleccion de animales enfermos
seria apropiada en tales
circunstancias. Modificacién de la
seccién para alinearla con el
Capitulo 2.3.0 Informacién general
(enfermedades de los peces).
A.1.3. Afiadir informacién sobre el En desacuerdo. La propuesta ya

se ha tratado en la Secciéon 1.2.

Suprimir la dltima frase, ya que la
informacidn figura en el apartado
anterior.

De acuerdo. Suprimir la dltima
frase.

A.2.2.2. Aislamiento
del virus

Suprimir el texto y reemplazarlo
por "No procede".

De acuerdo. El nodavirus de
Macrobrachium rosenbergii puede
aislarse utilizando lineas celulares
de insectos o SSN-1, pero no es
un método recomendado. Se
incluy6 una frase explicativa.
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Seccioén/parrafo

Comentario

Decision

A.2.3. Examen
bacteriolégico

Eliminar la informacién especifica
sobre patdgenos del capitulo
general sobre crustaceos, en aras
de coherencia con el enfoque del
capitulo general sobre peces.

En desacuerdo. Se modifico el
texto para aclarar que, aunque no
se utiliza de forma rutinaria para
las enfermedades de la lista,
puede recurrirse al | examen
bacterioldgico para algunas de
ellas.

B.1.3.2. Produccién
de virus

Aclarar el texto, que afirma que la
infeccién de especies
hospedadoras susceptibles
conocidas es el método preferido
para la produccion de virus con
fines experimentales.

De acuerdo. Se afiadi6é "con fines
experimentales"” al titulo de la
seccion.

B.5.Técnicas

Suprimir la recomendacién de 50 a
150 postlarvas aptas para la
puesta en comun, ya que entra en
conflicto con las recomendaciones
de la mayoria de los capitulos
especificos de enfermedad.

De acuerdo.

B.5.5. Uso de
técnicas moleculares
y basadas en
anticuerpos para
pruebas de
confirmacion y
diagnéstico

Suprimir el tercer parrafo sobre los
protocolos de pruebas PCR, que
no se ajusta a los capitulos
especificos de enfermedad, y
deberia reflejar el enfoque actual
sobre el uso de la PCR.

En desacuerdo. El parrafo incluye
informacioén importante, que no
figura en otros lugares sobre lo
que puede salir mal en una prueba
PCR. El parrafo también se incluye
en el Capitulo 3.3.0. No esta
relacionado con el rendimiento
diagndstico y no entra en conflicto
con los capitulos especificos de
enfermedad.

B.5.5.1. Preparacion
y tipos de muestra

Afiadir un nuevo apartado vi)
sobre los tejidos fijados para la
hibridacién in situ, que falta.
segura

5.5.3. Extracciéon de
acido nucleico

Afadir texto para indicar que debe
confirmarse la idoneidad de los
kits de extraccion.

En desacuerdo. El tema se trata
en la siguiente frase.

El Capitulo revisado 2.2.0. Informacién general (enfermedades de los crustaceos) figura en el

Anexo 34 para comentario de los Miembros.

11.1.2. Capitulo 2.2.2. Infeccién por Aphanomyces astaci (plaga del cangrejo del rio)

Se recibieron comentarios de Australia, Canada, China (Rep. Pop. de), Estados Unidos de

América, Nueva Zelanda, Reino Unido, Tailandia y la UE.

Contexto

En su reunién de septiembre de 2022, la Comision para los Animales Acudticos revisé el Capitulo
2.2.2. Infeccién por Aphanomyces astaci (plaga del cangrejo de rio) actualizado por los expertos
del laboratorio de referencia de la OMSA y reformateado utilizando el nuevo modelo de capitulo
de enfermedades.
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Informes de la Comisidn donde se discutio del tema

Informe de septiembre de 2022 (item 7.1.3., pagina 17).

Reunion de febrero de 2023

Seccioén/parrafo

Comentario

Decisiéon

En todo el capitulo

Suprimir el término "altamente
susceptibles" después de
"especies de cangrejos de rio", ya
gue este término es incoherente
con la definicién de especies
susceptibles de acuerdo con el
Capitulo 1.5. del Cddigo Acuético.

De acuerdo. Nueva formulacion:
"especies propensas al desarrollo
de enfermedad clinica".

2.1.1. Agentes
patégenos, cepas
del agente

Se describen cinco grupos (A-E)
de A. astaci, pero no se
proporciona informacion sobre el
grupo E.

De acuerdo. Se afadié una frase y
una referencia sobre una especie
que ha demostrado ser portadora
del grupo E.

2.2.1. Especies
hospedadores
susceptibles

Mantener la lista "en estudio”, ya
gue el Grupo ad hoc sobre la
susceptibilidad de las especies de
crustéceos a la infeccién por las
enfermedades de la lista de la
OMSA aun no ha finalizado el
trabajo sobre esta enfermedad.

Alinear el texto con el Cédigo
Acudtico e incluir una nota en la
gue se indique que la evaluacion
del grupo ad hoc adn no se ha
terminado.

2.2.2. Especies con
evidencia incompleta
de susceptibilidad

Mantener la lista "en estudio”, ya
gue el Grupo ad hoc sobre la
susceptibilidad de las especies de
crustéaceos a la infeccién por las
enfermedades de la lista de la
OMSA aun no ha terminado el
trabajo sobre esta enfermedad.

De acuerdo.

2.2.3. Probabilidad
de infeccion por
especie, etapa de
vida del hospedador,
poblacion o
subpoblaciones

Suprimir el texto: la informacién de
esta seccién debe describir
cualquier diferencia de infeccion
entre especies, si procede, la
predileccion a la infeccién segun la
fase de vida. Si no hay
informacion, la seccion debe
indicar no aplicable.

Reformular el texto para aclarar
las diferencias en la manifestacion
clinica de la enfermedad y la
mortalidad. Se afiadié un nuevo
texto con parte de la informacion
suprimida de la Seccién 2.2.1.

2.2.5. Reservorios
de infeccién en
animales

Reformular para explicar mejor la
afirmacion sobre "colonizacion de
habitats", eliminar el uso incorrecto
del término "susceptibilidad" y
aclarar los términos "portador”,
“reservorio animal" y "vector" para
esta seccion.

De acuerdo. Reformular el texto
sobre la colonizacion, sustituir de
"portadores" por "reservorios" y
suprimir "muy susceptibles".

2.2.6. Vectores

Trasladar el texto a la Seccion
2.3.4. Modos de transmisién y
ciclo de vida, por considerarlo mas
adecuado.

De acuerdo: se afiadié el texto al
final de la seccion como cuarto
parrafo. También se desplazaron
los dos primeros parrafos después
del tercero.
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Seccioén/parrafo

Comentario

Decision

2.3.6. Distribucion
geografica

Aclarar el texto para garantizar
gue la informacién facilitada a los
Miembros esté respaldada por
pruebas.

De acuerdo. Se borré el texto
sobre las zonas geogréficas
potencialmente infectadas

2.4.2. Tratamiento Simplificar el texto borrando una De acuerdo.
con sustancias clausula redundante.

guimicas

2.4.3. Simplificar el texto borrando una De acuerdo.
Immunoestimulacién | clausula redundante.

2.4.4. Seleccion Suprimir el texto sobre la posible De acuerdo.

genética a favor de
la resistencia

seleccion de resistencia en el
cangrejo de rio de Norteamérica
por ser inexacto.

2.4.7. Practicas
generales de manejo

Suprimir todo el texto ya que la
informacion es incoherente con
otros capitulos y no es especifica
de la plaga del cangrejo del rio.

En desacuerdo. El texto es
conforme con otros capitulos y
proporciona informacién atil.

4.4.1. PCR en
tiempo real, primer
parrafo después de
la table de los
parametros de
ciclado

Suprimir "lo cual equivale a menos
de un genoma de A. astaci" ya que
afiade confusién a la declaracion
sobre el limite de deteccién del
método.

De acuerdo.

El Capitulo revisado 2.2.2. Infeccion por Aphanomyces astaci (plaga del cangrejo del rio) figura en
el Anexo 35 para comentario de los Miembros.

11.1.3. Capitulo 2.2.6. Infeccién por el nodavirus Macrobrachium rosenbergii (enfermedad
de la cola blanca)

Reunion de febrero de 2023

La Comision para los Animales Acuéticos revisé el Capitulo 2.2.6. Infeccion por el nodavirus
Macrobrachium rosenbergii (enfermedad de la cola blanca) actualizado por el experto del
laboratorio de referencia de la OMSA y un miembro de la Comisién, y reformateado utilizando el
nuevo modelo de capitulo sobre enfermedades.

Las principales modificaciones incluyen:

Seccidn/ parrafo Cambio

2.1.1. Agentes
patégenos, cepas
del agente

2.2.3. Vectores

Se actualizo la informacion de esta seccion para distinguir claramente la
descripcion de los dos virus asociados a la enfermedad de la cola
blanca.

Se amplié esta seccién para incluir texto y una referencia a los insectos
vectores.

Tabla 4.1. Se completé la Tabla 4.1. y se armoniz6 con las definiciones de caso de

la Seccién 6.

4.2. Histopatologia
y citopatologia

Se afadi6 una descripcién de las caracteristicas histopatolégicas y
referencias.
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Seccion/ parrafo Cambio

4.6. Hibridacién in
situ

Se afiadio texto afiadido y una referencia.

6. Criterios de
diagndstico
confirmativo

Se revisaron las definiciones revisadas de caso sospechoso y
confirmado en animales aparentemente sanos y clinicamente afectados.

7. Referencias Se actualizaron las referencias.

El Capitulo revisado 2.2.6. Infeccién por el nodavirus Macrobrachium rosenbergii (enfermedad de
la cola blanca) figura en el Anexo 36 para comentario de los Miembros.

11.1.4. Capitulo 2.2.9. Infeccidn por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1

Reunién de febrero de 2023

La Comision para los Animales Acuaticos revisé el Capitulo 2.2.9. Infeccion por el virus de la
cabeza amarilla (genotipo 1) actualizado por el experto del laboratorio de referencia de la OMSA
y reformateado utilizando el nuevo modelo de capitulo de enfermedades.

Las principales modificaciones incluyen:

Seccidn/parrafo

Cambio

2.1.1. Agente
patdgeno, cepas del
agente

Se borr6 la informacion sobre genotipos distintos del virus de la cabeza
amarilla (genotipo 1)

convencional

Tabla 4.1. Se completo la Tabla 4.1. y se armonizo con las definiciones de caso de
la Seccion 6.
4.4.2. PCR-TR Se actualizo el texto. Dado que los métodos para detectar los genotipos

viricos del complejo de la cabeza amarilla son muy complicados debido
a los diferentes genotipos y a la necesidad de diferenciarlos, se
describen algunas particularidades de la aplicacion de los métodos que
de otro modo no quedarian reflejadas en las tablas.

4.6. Hibridacién in
situ

Se simplifico la descripcion de la prueba debido a la presencia de
referencias.

4.8. Bioensayo

Se simplifico la descripcion de la prueba debido a la presencia de
referencias.

5. Prueba(s)
recomendada(s)
para la vigilancia
para demostrar la
ausencia en
poblaciones
aparentemente
sanas

Se dejo claro que se recomienda la RT-PCR anidada. La Comision es
consciente de que se validé un método especifico de PCR en tiempo
real y esta pendiente de su publicacion.

6. Criterios de
diagnéstico
confirmativo

Se revisaron las definiciones de caso sospechoso y se confirmaron en
animales aparentemente sanos y clinicamente afectados.

7. Referencias

Se actualizaron las referencias.

El Capitulo revisado 2.2.6. Infeccién por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1 figura en el Anexo

37 para comentario.
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11.2. Seccioén 2.4. Enfermedades de los moluscos
11.2.1. Secciones 2.2.1.y 2.2.2. del Capitulo 2.4.5. Infeccién por Perkinsus marinus
Contexto

El Grupo ad hoc sobre susceptibilidad de las especies de moluscos a la infeccién por
enfermedades de la lista de la OMSA se reunié en noviembre-diciembre de 2022 para proseguir
su labor de aplicacion de los criterios del Capitulo 1.5. Criterios para la inclusién de especies
susceptibles de infeccién por un agente patdgeno especifico. En esta reunion, el grupo ad hoc
llevé a cabo las evaluaciones de susceptibilidad de las especies de moluscos a la infeccion por
Perkinsus marinus.

Reunion de febrero de 2023

La Comision para los Animales Acuaticos modifico las Secciones 2.2.1. y 2.2.2. del Capitulo 2.4.5.
Infeccién por P. marinus, en consonancia con las recomendaciones del Grupo ad hoc sobre
susceptibilidad de las especies de moluscos a la infeccién por enfermedades de la lista de la OMSA
(ver item 8.5.).

Las Secciones revisadas 2.2.1. y 2.2.2. del Capitulo 2.4.5. Infeccidn por Perkinsus marinus figura
en el Anexo 38 para comentario de los Miembros.

11.3. Desarrollo de un mecanismo para acelerar el proceso de presentacion a los Miembros de
las actualizaciones de los métodos de diagndstico del Manual Acuatico

Contexto

En su reunion de septiembre de 2022, la Comisidn identifico dos situaciones relacionadas con la difusién
oportuna de toda nueva informacion de importancia en el marco de las pruebas de diagnostico en el
Manual Acuético. En primer lugar, se plantea qué se ha de hacer cuando surgen problemas sobre el
funcionamiento de una prueba ya adoptada y que esta incluida en el Manual Acuatico. La Comisién
convino en que, en tales circunstancias, se podia afiadir una nota a pie de pagina con la naturaleza del
problema y las correspondientes instrucciones.

En segundo lugar, se trata de la inclusion de nuevas pruebas de diagndéstico en el Manual Acuatico. Se
informé a la Comisién del trabajo de la Comision de Normas BiolGgicas para elaborar un modelo de los
datos de validacion que se pedirian a los solicitantes que deseen incluir sus pruebas en el Manual
Terrestre. La Comision acordd seguir debatiendo el modelo en su reunion de febrero de 2023, en lo que
respecta a su idoneidad y aplicabilidad al Manual Acuatico.

Informes de la Comisién donde se discutié del tema

Informe de febrero de 2022 (item 3.3.1., pagina 16) e informe de septiembre de 2022 (item 8.3., pagina
25).

Reunién de febrero de 2023

La Comisién para los Animales Acuaticos examind el modelo y las enmiendas necesarias para
simplificarlo y facilitar su inclusiéon en el Manual Acuatico, por ejemplo, sustituir las siete finalidades
previstas para una prueba de diagnostico en el Manual Terrestre por las tres finalidades del Manual
Acuatico. La Comision de Normas Bioldgicas decidié que el modelo se utilizara como un "informe de
validacion" para las pruebas recomendadas en el Manual Terrestre.

La Comisién para los Animales Acuéticos subray6 la importancia de validar las pruebas de diagnéstico
de las enfermedades de los animales acuaticos. Aunque considerdé que era preferible publicar los
estudios de precision diagnostica en revistas revisadas por pares, en algunos casos, este formulario de
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12.

13.

validacion podria proporcionar un mecanismo para incorporar métodos nuevos o revisados antes de su
publicacién. La Comision identific6 a un experto del laboratorio de referencia de la OMSA que se
encuentra en las etapas finales de desarrollo de un nuevo método PCR. Una vez los cambios
introducidos, el modelo se entregara al experto y sus comentarios se revisaran en la proxima reunion.

Grupos ad hoc

12.1. Grupo ad hoc sobre la susceptibilidad de las especies de moluscos a la infeccién por las
enfermedades de la lista de la OMSA

El Grupo ad hoc sobre la susceptibilidad de las especies de moluscos a la infeccion por las enfermedades
de la lista de la OMSA se reunié en noviembre y diciembre de 2022, con el fin de evaluar la susceptibilidad
de las especies de moluscos a la infeccion por Perkinsus marinus (ver items 8.5.y 11.2.1.).

Se informd a la Comisidn de que el grupo ad hoc tenia previsto volver a encontrarse en junio de 2023
para avanzar en su trabajo de evaluacion de las especies susceptibles a la infeccion por Perkinsus olseni.

El informe del Grupo ad hoc sobre la susceptibilidad de las especies de moluscos a la infeccién por
enfermedades de la lista de la OMSA puede consultarse en el sitio web de la OMSA: Grupos ad hoc -
OMSA - Organizaciéon Mundial de Sanidad Animal (woah.orq)

12.2. Grupo ad hoc sobre la susceptibilidad de las especies de peces a la infeccidon por las
enfermedades de la lista de la OMSA

El Grupo ad hoc sobre la susceptibilidad de las especies de peces a la infeccion por las enfermedades
de la lista de la OMSA se reuni6 durante los meses de abril y noviembre y diciembre de 2022, con el fin
de completar las evaluaciones de la susceptibilidad de las especies de peces a la infeccion por el
iridovirus de la dorada japonesa, el genogrupo del virus de la necrosis infecciosa del bazo y del rifion, el
genogrupo del iridovirus del cuerpo rojizo del rodaballo y las especies del virus de la necrosis infecciosa
del bazo y del rifion (véase el punto 8.3.).

Se inform6 a la Comisién de que el grupo ad hoc tenia previsto reunirse en abril de 2023 para avanzar
en su trabajo de evaluacién de las especies susceptibles a la infeccidn por el virus de la tilapia del lago.

El informe del Grupo ad hoc sobre la susceptibilidad de las especies de peces a la infeccién por
enfermedades de la lista de la OMSA puede consultarse en el sitio web de la OMSA: Grupos ad hoc -
OMSA - Organizacion Mundial de Sanidad Animal (woah.org)

12.3. Grupo ad hoc sobre la susceptibilidad de las especies de crustaceos a la infeccién por las
enfermedades de la lista de la OMSA

Se informé a la Comisién de que el Grupo ad hoc sobre la susceptibilidad de las especies de crustaceos
a la infeccion por enfermedades de la lista de la OMSA se volveria a reunir para aplicar los criterios del
Capitulo 1.5. a las enfermedades de la lista de la OMSA, para las enfermedades incluidas en la lista
desde 2016, fecha de la dltima reunion del grupo. El grupo ad hoc tiene previsto reunirse en marzo de
2023, para realizar evaluaciones de la susceptibilidad de las especies de crustaceos a la infeccion por el
virus iridiscente de los decapodos tipo 1.

Centros de referencia de la OMSA o cambios de expertos

13.1. Evaluacion de las solicitudes parala designacién como centro de referencia de la OMSA en
temas de sanidad de los animales acuaticos o cambio de expertos

La Comision para los Animales Acuaticos examind una solicitud de creacién de un centro colaborador de
la OMSA para la economia de la sanidad animal. La Comision qued6 impresionada por esta sélida
solicitud, vinculada al otro centro colaborador de la OMSA en este campo y al proyecto dirigido por la
Organizacion sobre el Impacto Mundial de las Enfermedades Animales (GBADs). La Comisidn se felicitd
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de que los animales acuéticos fueran uno de los principales @mbitos de actividad. La Comisién respaldé
plenamente la solicitud y recomendé su aceptacion.

La Comision para los Animales Acuaticos revisé las solicitudes para los cambios de expertos y
recomendd se aceptaran los que siguen:

Centro Colaborador de la OMSA para la economia de la sanidad animal en la Regién Américas

Department of Agricultural Economics, Kansas State University, ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
Tel.: (+1-785 532.35.25)

E-mail: dpendell@ksu.edu

Sitio web: www.ksu.edu

Punto de contacto designado: Dr. Dustin L. Pendell.

Este centro colaborador multinacional contara con la participacidn de las siguientes instituciones:

Department of Economics, Business and Sociology (ESALQ/USP), University of Sdo Paulo, BRASIL
Y

Faculty of Agronomy and Veterinary Medicine, University of Brasilia, BRASIL

Tel: (+55-19) 34.29.44.44 and (+55-61) 992.09.06.66

E-mail: shgdmira@usp.br / vitorspg@unb.br

Sitio web: www.esalg.usp.br / www.unb.br

Puntos de contacto designados: Dra. Silvia Helena Galvéo de Miranda / Prof. Vitor Salvador Picdo
Gongalves.

Department of Business, Economics and Rural Development, Faculty of Veterinary Medicine and
Husbandry, Universidad Nacional Autonoma De México, MEXICO

Tel: (+1-52) 56.22.59.05

E-mail: [ldf@fmvz.unam.mx

Sitio web: www.fmvz.unam.mx

Punto de contacto designado: Prof. José Luis Davalos Flores.

School of Economic Sciences, Paul G. Allen School for Global Health, Washington State University,
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

Tel: (+1-509) 335.85.97

E-mail: t|_marsh@wsu.edu

Sitio web: www.wsu.edu

Punto de contacto designado: Prof. Thomas L. Marsh.

14. Otros asuntos
14.1. Registro de los kits de diagndstico
14.1.1. Registro de los kits de diagnéstico de la OMSA

Se informé a la Comisidn sobre posibles formas de aumentar el valor que la OMSA puede aportar
a los Miembros en el ambito de los kits de diagndstico. Tras veinte afios de existencia, y con solo
14 Kkits inscritos en el registro, se llevd a cabo una consulta interna con las principales partes
interesadas en este campo, internas y externas, de la que surgieron tres opciones dignas de
estudio:

e Explorar los mecanismos que podrian aplicarse para facilitar la armonizacion
reglamentaria de los kits de diagndstico.

e Explorar el valor de establecer criterios minimos necesarios para un registro fiable de los
kits de diagnostico, facilitando la accesibilidad a los Miembros, independientemente de su
capacidad reguladora.
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e Simplificar los procesos de reconocimiento y la armonizacion de los laboratorios de
referencia de la OMSA y de registro de los kits de diagnéstico de la OMSA.

Esto podria dar lugar a una secretaria renovada para el registro de kits de diagndstico. Mientras
se exploran las vias mencionadas, no se consideraran nuevos expedientes. Sélo se tramitaran los
gue estén actualmente curso de evaluacion o las posibles renovaciones, asi como los casos
excepcionales relacionados con una situacién de emergencia para la sanidad animal.

14.1.2. Innocreate Bioscience WSSV RP Rapid Test Kit

Se inform6 a la Comisién para los Animales Acuéticos de que se habia completado la evaluacion
del nuevo expediente para el kit de prueba rapida “Innocreate Bioscience WSSV RP Rapid Test
Kit”. Tras examinar el informe final del grupo de expertos de la OMSA, la Comision respaldé la
recomendacion del grupo de aprobar la inclusion del kit en el Registro de kits de diagndstico de la
OMSA, validado como apto para su finalidad (kit de deteccion cualitativa de la infeccién por
Whispovirus, virus del sindrome de las manchas blancas (WSSV) en camarones). Este dispositivo
de inmunoensayo de flujo lateral esté disefiado para los siguientes fines:

¢ Diagnostico de confirmacion en el terreno de casos clinicos (incluye la confirmacion de
casos sospechosos y una prueba de deteccion positiva).

e Estimacién de la prevalencia de la infeccion para facilitar el andlisis de riesgos en granjas
de camarones de sistemas de produccion para ayudar en las practicas de gestion.
IMPORTANTE: el kit de pruebas no debe utilizarse para estimar la prevalencia en
camarones reproductores o postlarvarios para el analisis de riesgos antes de la
translocacion a otras granjas o a través de las fronteras.

¢ Uso en combinacion con otras pruebas o procedimientos diagnésticos, como ayuda en el
diagnostico u otras evaluaciones clinicas o epidemiolégicas.

El resumen de los estudios de validacion elaborado por el fabricante y aprobado por el panel de
expertos fue aprobado por la Comision y figura en el Anexo 39.

La inscripcion del "Innocreate Bioscience WSSV RP Rapid Test Kit (Innocreate Bioscience Co.,

Ltd)" al Registro de la OMSA de los kits de diagndstico validados como aptos para su finalidad, se
propondra para su adopcion en la 90.2 Sesién General en mayo de 2023.

.../JAnexos
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Anexo 1. item 2 — Orden del dia aprobado

REUNION DE LA COMISION DE NORMAS SANITARIAS PARA LOS ANIMALES ACUATICOS

Formato hibrido, 19 de enero y 15 al 22 de febrero de 2023

Bienvenida de la directora general adjunta de la OMSA

Aprobacién del orden del dia

Reunidn con la directora general

Cooperacion con la Comisién de Normas Sanitarias para los Animales Terrestres

4.1. Actualizacién del Capitulo revisado 6.10. del Cédigo Terrestre

4.2. Actualizacion del Grupo ad hoc sobre la revision de los Capitulos 5.4. a 5.7. del Codigo Terrestre

4.3. Definiciones del Glosario: “servicios de sanidad de los animales acuaticos”, “autoridad veterinaria” y
“autoridad competente”

4.4. “Autoridad Veterinaria”
4.5, Capitulo 4.3. Aplicacion de la compartimentacion
Cooperacién con la Comision de Normas Bioldgicas

5.1. Centros de referencia: debate sobre los modelos de informe anual y la utilizacion de los datos
colectados
5.2. Manuales Acuatico y Terrestre: areas de interés comun
5.2.1.Tabla de la Comision para los Animales Acuaticos sobre los parametros de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) para consideracion de la Comision de Normas Biolégicas

5.2.2.Actualizacion del capitulo sobre la validacion

5.2.3. Nueva seccion en los capitulos especificos de enfermedad para describir la justificacion
subyacente en la seleccion de pruebas para los distintos propdsitos indicados en la Tabla 1.
Métodos analiticos disponibles y su propdsito y una explicacién de su puntuaciéon
5.2.4.Desarrollo de un modelo para los informes de validacion para las pruebas en el Manual
Terrestre
5.3. Trabajo sobre la lista de los reactivos de referencia aprobados por la OMSA

Plan de trabajo y prioridades

Estrategia de la OMSA sobre la sanidad de los animales acuaticos
Cddigo Acuatico

8.1. Textos que se propondran para adopcién en mayo de 2023

8.1.1.Articulo 9.3.1. del Capitulo 9.3. Infecciébn por Hepatobacter penaei (hepatopancreatitis
necrotizante)

8.1.2. Articulos 9.4.1. y 9.4.2. del Capitulo 9.4. Infeccién por el virus de la necrosis hipodérmica y
hematopoyética infecciosa (IHHNV)

8.1.3. Articulo 9.5.2 del Capitulo 9.5. Infeccidn por el virus de la mionecrosis infecciosa
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8.1.4.Articulo 10.9.2. del Capitulo 10.9. Infeccién por el virus de la viremia primaveral de la carpa
8.1.5.7.5.Nuevo Capitulo 10.X. Infeccién por el virus de la tilapia del lago

8.1.6. Articulo 11.2.2. del Capitulo 11.2. Infeccién por Bonamia exitiosa

8.1.7. Articulo 11.3.2. del Capitulo 11.3. Infeccion por Bonamia ostreae

8.1.8. Articulos 11.4.1. y 11.4.2. del Capitulo 11.4. Infeccion por Marteilia refringens

8.1.9. Modelo de Articulos 11.X.9. - 11.X.14. para los capitulos especificos de las enfermedades de
los moluscos

8.2. items para comentario de los Miembros
8.2.1. Cambio de OIE por OMSA en el Codigo Acuético

” o«

8.2.2. Definiciones del Glosario: “servicios de sanidad de los animales acuaticos”, “autoridad
veterinaria” y “autoridad competente”

8.2.3. Articulo 1.1.5. del Capitulo 1.1. Notificacién de las enfermedades y aportacion de datos
epidemiolégico

8.2.4. Articulo 1.3.1. del Capitulo 1.3. Enfermedades de la lista de la OMSA

8.2.4.1. Infeccién por todos los genogrupos de las especies de virus de la necrosis infecciosa
del bazo y del rifién

8.2.5. Capitulo 4.3. Aplicacion de la compartimentacion

8.2.6. Nuevo Capitulo 4.X. Preparacion de emergencia frente a las enfermedades

8.2.7. Nuevo Capitulo 4.Y. Gestion de los brotes de enfermedades

8.2.8. Nuevo Capitulo 5.X. Animales acuaticos ornamentales

8.2.9. Nuevo Capitulo 5.Y. Comercio de materiales genéticos

8.2.10. Mercancias seguras — Articulos X.X.3. para los capitulos especificos de enfermedad
8.2.10.1. Informe del asesor experto

8.2.10.2. Articulos revisados 8.X.3. para los capitulos especificos de las enfermedades de los
anfibios

8.2.10.3. Articulos revisados 9.X.3. para los capitulos especificos de los crustaceos

8.2.10.4. Articulos revisados 10.X.3. para los capitulos especificos de los peces

8.2.10.5. Articulos revisados 11.X.3. para los capitulos especificos de los moluscos

8.2.11. Modelo de Articulos X.X.4.-X.X.8.

8.2.12. Evaluacién de los periodos por defecto en los Articulos X.X.4.-X.X.8. para los capitulos
especificos de enfermedad

8.2.13. Articulo 9.8.2. del Capitulo 9.8. Infeccién por el virus del sindrome de las manchas blancas
8.2.14. Articulos 11.5.1. y 11.5.2. del Capitulo 11.5. Infeccién por Perkinsus marinus
8.2.15. Enfermedades emergentes
8.2.15.1. Infeccién por el virus del edema de la carpa
8.2.15.2. Infecciodn por el nodavirus de la mortalidad encubierta
8.2.16. Consultas sobre la estrategia de la sanidad de los animales silvestres

9. Manual Acuético
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9.1. Textos propuestos para adopcién en mayo de 2023

9.1.1.Seccion 2.2. Enfermedad de los crustaceos
9.1.1.1. Capitulo 2.2.1. Enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda

9.1.1.2. 10.1.2. Capitulo 2.2.3. Infeccibn por Hepatobacter penaei (hepatopancreatitis
necrotizante)

9.1.2.Capitulo 2.2.4. Infeccidn por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa
(IHHNV)

9.1.3.Seccion 2.3. Enfermedades de los peces

9.1.3.1. Capitulo 2.3.1. Infeccion por Aphanomyces invadans (sindrome epizoético
ulcerante)

9.1.3.2. 10.2.2. Capitulo 2.3.2. Infeccién por el virus de la necrosis hematopoyética epizoética
9.1.3.3. Infeccidn por el virus de la viremia primaveral de la carpa

9.1.4.Seccion 2.4. Enfermedades de los moluscos
9.1.4.1. Seccién 2.2.1. y 2.2.2. del Capitulo 2.4.2. Infeccién por Bonamia exitiosa
9.1.4.2. Seccion 2.2.1. y 2.2.2. del Capitulo 2.4.3. Infeccién por Bonamia ostreae
9.1.4.3. Seccién 2.2.1.y 2.2.2. del Capitulo 2.4.4. Infeccién por Marteilia refringens

9.2. items para comentario de los Miembros
9.2.1.Cambio de “OIE” por “OMSA” en el Manual Acuético

9.2.2. Capitulo 1.1.2. Principios y métodos de validacién de las pruebas de diagnostico para las
enfermedades infecciosas

9.2.3.Seccion 2.2. Enfermedades de los crustaceos
9.2.3.1. Capitulo 2.2.0. Informacion general: enfermedades de los crustaceos
9.2.3.2. Capitulo 2.2.2. Infeccién por Aphanomyces astaci (plaga del cangrejo del rio)
9.2.3.3. Capitulo 2.2.5. Infeccion por el virus de la mionecrosis infecciosa

9.2.3.4. Capitulo 2.2.6. Infeccidn por el nodavirus Macrobrachium rosenbergii (enfermedad de
la cola blanca)

9.2.3.5. Capitulo 2.2.7. Infeccion por el virus del sindrome de Taura

9.2.3.6. Capitulo 2.2.8. Infeccion por el virus del sindrome de las manchas blancas

9.2.3.7. Capitulo 2.2.9. Infeccion por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1
9.2.4.Seccion 2.4. Enfermedades de los moluscos

9.2.4.1. Seccién 2.2.1.y 2.2.2. del Capitulo 2.4.5. Infeccién por Perkinsus marinus

9.2.5.Desarrollo de un mecanismo para acelerar el proceso de presentacion a los Miembros de las
actualizaciones de los métodos de diagnéstico del Manual Acuatico

10. Grupos ad hoc

10.1 Grupo ad hoc sobre la susceptibilidad de las especies de moluscos a la infeccion por las
enfermedades de la lista de la OMSA

10.2. Grupo ad hoc sobre la susceptibilidad de las especies de peces a la infeccién por las enfermedades
de la lista de la OMSA
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10.3. Grupo ad hoc sobre la susceptibilidad de las especies de crustaceos a la infeccion por las
enfermedades de la lista de la OMSA

11. Centros de referencia de la OMSA o cambios de expertos

11.1. Evaluacion de las solicitudes para la designacion como centro de referencia de la OMSA en temas
de sanidad de los animales acuéticos o cambio de expertos

12. Otros asuntos
12.1. Para debate
12.1.1. Registro de los kits de diagnéstico
12.1.2. Autodeclaracion de ausencia de enfermedad
12.1.3. Informes de la Comision — presentar anexos separados al texto del informe.
12.2. Para informacion

12.2.1. Organizacion sobre el Impacto Mundial de las Enfermedades Animales (GBADs) —
presentacion proyectos para los animales acuaticos

13. Andlisis de la reunién

14. Proxima reunion: 13-20 de septiembre de 2023
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Anexo 2. [tem 2 — Lista de participantes

REUNION DE LA COMISION DE NORMAS SANITARIAS PARA LOS ANIMALES ACUATICOS

Formato hibrido, 19 de enero y 15 al 22 de febrero de 2023

MIEMBROS DE LA COMISION

Dr. Ingo Ernst

(Presidente)

Director Aquatic Pest and Health
Policy,

Animal Division

Department of Agriculture, Fisheries
and Forestry,

Canberra,

AUSTRALIA

Dra. Fiona Geoghegan
(Vicepresidente)
Legislative Officer,
European Commission,
DG SANTE

Brussels,

BELGICA

OTROS PARTICIPANTES

Dra. Alicia Gallardo Lagno
(Vicepresidenta)

Senior advisor FARMAVET,
University of Chile,

La Pintana,

CHILE

Dr. Kevin William Christison
(Miembro)

Specialist Scientist,

Directorate: Aquaculture Research
and Development

Department of Forestry, Fisheries
and the Environment,

Vlaeberg,

SUDAFRICA

Dr. Prof. Hong Liu

(Miembro)

Deputy Director,

Animal and Plant Inspection and
Quarantine Technical Centre,
Shenzhen Customs District
General Administration of
Customs

Shenzhen City,

CHINA (Rep. Pop. de)

Dr. Espen Rimstad
(Miembro)

Professor in Virology,

Faculty of Veterinary Medicine,
Department of Paraclinical
Sciences (PARAFAG)
Norwegian University of Life
Sciences

As,

NORUEGA

Dr. Mark Crane

CSIRO Honorary Fellow,

Research Group Leader | AAHL Fish
Diseases Laboratory

Australian Centre for Disease
Preparedness (ACDP) | CSIRO,
Geelong,

AUSTRALIA

SEDE DE LA OMSA

Prof. Edmund Peeler
Epidemiologist

Aguatic Pests and Pathogens,
Barrack Road, Weymouth
Dorset, DT4 8UB

REINO UNIDO

Tel.: +44 (0)1305 206746
ed.peeler@cefas.co.uk

Dra. Gillian Mylrea
Jefa del Departamento de Normas

Dra. Bernita Giffin

Coordinadora Cientifica para la
Sanidad de los Animales Acuaticos
Departamento de Normas

Dra. Kathleen Frisch
Coordinadora Cientifica para la
Sanidad de los Animales
Acuaticos

Departamento de Normas

Sra. Sara Linnane

Redaccién cientifica — Normas
Internacionales

Departamento Cientifico

Dra. Gounalan Pavade
Coordinador cientifico
Departamento Cientifico
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Anexo 3. [tem 5. — Plan de trabajo y prioridades

PLAN DE TRABAJO DE LA COMISION PARA LOS ANIMALES ACUATICOS

(incluyendo plazos provisionales para comentario y adopcion)

Cddigo Acuatico

Capitulo/Tema Situacién
Febrero de SG mayo de | Septiembre de Febrero de SG mayo de
2023 2023 2023 2024 2023
Seguimiento de
En curso

enfermedades
emergentes y
consideracion de las
acciones requeridas
Definiciones del Revision del Revisién de los | Revision de los | Propuesta para
Glosario: “autoridad uso en el comentarios comentarios adopcion
competente”, “autoridad | Cédigo (1.aronda) (2.a ronda)
veterinaria” y “servicios | Acuaticoy

de sanidad de los
animales acuaticos”

presentacién
de enmiendas

para
comentario

Capitulo 1.3. Comentarios Revision de los | Revisién de los | Propuesta para

Enfermedades de la lista | revisados comentarios comentarios adopcion

de la OMSA - Inclusién (1.a ronda) (2.a ronda) (3.aronda)

de lainfeccion por el
virus de la necrosis
infecciosa del bazo y del
rinén

Procedimiento operativo
estandar para la
autodeclaracion de
ausencia de enfermedad

Redaccién de
un modelo
para orientar a
los Miembros
enla
presentacion
de
autodeclaracio
nes

Publicaciéon en
el sitio web de
la OMSA antes
de la Sesién
General

Articulo 1.1.5. del
Capitulo 1.1.
Notificacion de
enfermedades y
aportacion de datos
epidemioldgicos

Revision y
modificacién
del Articulo
115y
presentacion
para
comentarios

Revision de los
comentarios
(1.aronda)

Revision de los
comentarios
(2.aronda)

Propuesta para
adopcion
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Cdédigo Acuatico

Capitulo/Tema

Situacion

Febrero de
2023

SG mayo de
2023

Septiembre de
2023

Febrero de
2024

SG mayo de
2023

Capitulo 4.3. Aplicacion
dela
compartimentacion

Revision de las
repuestas de
los Miembros
al cuestionario
e inicio del
trabajo en el
documento de
discusion

Presentacion
del documento
de discusion
para
comentario

Revision de las
respuestas del
documento de

discusion

Capitulo 4.X. Nuevo
proyecto de capitulo
sobre preparacion de
emergencia frente a las
enfermedades

Continuacion
del trabajo en
el proyecto de
Capitulo 4.X.

Presentacién
del proyecto de
Capitulo para
comentario

Revision de los
comentarios
(1.aronda)

Capitulo 4.Y. Nuevo
proyecto de capitulo
sobre gestion de los

Continuacion
del trabajo en
el proyecto de

Presentacion
del proyecto de
Capitulo para

Revision de los
comentarios
(1.aronda)

brotes de enfermedad Capitulo 4.Y. comentario
Capitulos 5.6. - 5.9. Informe Revision del
revisado del informe del

grupo ad hoc
de la Comision
del Cédigo

grupo ad hoc
de la Comision
del Cédigo

Capitulo 5.X. Comercio
de animales acuaticos
ornamentales

Revision de la
estructura
propuesta para
el Capitulo

Presentacion
del proyecto de
Capitulo para
comentario

Revisién de los
comentarios
(1.aronda)

Capitulo 5.Y. Comercio
de materiales genéticos

Revision de la
estructura
propuesta para
el Capitulo

Presentacién
del proyecto de
Capitulo para
comentario

Revision de los
comentarios
(1.aronda)

Capitulo 6.2. Principios
para el uso responsable

Actualizacion
recibida de la

Actualizacion
de la Comisién

Actualizacion
de la Comisién

y prudente de los Comision del del Cddigo del Cddigo

agentes Cédigo sobre sobre la sobre la

antimicrobianos en los la revision del revision del revision del

animales acuaticos Capitulo 6.10. Capitulo 6.10. Capitulo 6.10.
del Cadigo del Cadigo del Cadigo
Terrestre Terrestre Terrestre

Especies susceptibles

Evaluacion de nuevas En curso

especies/evidencia para
enfermedades
evaluadas, segln sea
necesario
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Cdédigo Acuatico

Articulos 10.X.3.— Peces

Articulos 10.X.3.—
Moluscos

evaluacién de
las mercancias

Capitulo/Tema Situacion
Febrero de SG mayo de | Septiembre de Febrero de SG mayo de
2023 2023 2023 2024 2023

Mercancias seguras — Anfibios: Revision de los | Revisién de los | Presentacion
capitulos especificos de | Comentarios comentarios comentarios para adopcion
enfermedad — de los (2.aronda) (3.aronda)

] Miembros
Articulos 8.X.3.— revisados (1.a
Anfibios ronda),
Articulos 9.X.3.—- artlg};llosd
Crustaceos modificados en

funcion de la

seguras

Crustéaceos: Revision de los | Revisién de los | Presentacion
articulos comentarios comentarios para adopcion
modificados a (1.aronda) (2.a ronda)

partir de la

evaluacion de
las mercancias
seguras 'y
presentacién
para
comentario de
los Miembros

Peces:
articulos
modificados a
partir de la
evaluacién de
las mercancias
seguras 'y
presentacién
para
comentario de
los Miembros

Revision de los
comentarios
(1.aronda)

Revision de los
comentarios
(2.a ronda)

Presentacion
para adopcion

Moluscos:
Comentarios
de los
Miembros
revisados (1.a
ronda),
articulos
modificados en
funcién de la
evaluacién de
las mercancias
seguras

Revision de los
comentarios
(2.aronda)

Revision de los
comentarios
(3.aronda)

Presentacion
para adopcion
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Cdédigo Acuatico

Capitulo/Tema

Situacion

Febrero de
2023

SG mayo de
2023

Septiembre de
2023

Febrero de
2024

SG mayo de
2023

Evaluacién de los
periodos por defecto de
los Articulos X.X.4.-
X.X.8. paralos capitulos
especificos de
enfermedad

Presentacion
de las
evaluaciones
de los periodos
por defecto
para
comentario

Revision de los
comentarios
(1.aronda)

Especies susceptibles —

Nueva reuniéon

Infeccion por

Revision de los

Presentacion

Enfermedades de los del grupo ad DIV1: Revisién | comentarios para adopcion
crustaceos—Articulos hoc en marzo del informe del | (1.aronda)
9.X.1.y 9.X.2. para: de 2023 grupo ad hocy
presentacion
— Infeccién por el de articulos
virus iridescente modificados
de los decapodos para
— Infeccién por el comentario
virus del sindrome —
Infeccion por el
de las manchas .
virus del
blancas .
sindrome de
- Infeccién por las manchas
Aphanomyces astaci blancas:
(Plaga del cangrejo revision del
de rio) informe del
grupo ad hocy
— revisién de nueva presentacion
evidencia para de los articulos
enfermedades modificados
previamente para
evaluadas comentario
Articulo 9.3.1. del Comentarios Propuesta para
Capitulo 9.3. Infeccidn revisados adopcion
por Hepatobacter penaei | (2.a ronda)
(hepatopancreatitis
necrotizante)
Articulos 9.4.1. and Comentarios Propuesta para
9.4.2. del Capitulo 9.4. revisados adopcion
Infeccion por el virus de | (2.a ronda)
la necrosis hipodérmica
y hematopoyética
infecciosas (IHHNV)
Articulo 9.5.2. del Comentarios Propuesta para
Capitulo 9.5. Infeccion revisados adopcion
por el virus de la (1.aronda)

mionecrosis infecciosa
(IMNV)

Especies susceptibles —
Enfermedades de los

Infeccion por
RSIV: informe
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Cdédigo Acuatico

Capitulo/Tema Situacion
Febrero de SG mayo de | Septiembre de Febrero de SG mayo de
2023 2023 2023 2024 2023
peces — Articulos 10.X.1. | del grupo ad
y 10.X.2. para hoc revisado
— Infeccién por el Infeccion por Infeccion por Revision de los | Propuesta para
iridovirus de la TiLV: Proxima TiLV: Revision | comentarios adopcion
dorada japonesa reunion del del informe del | (1.a ronda)
» grupo ad hoc grupo ad hocy
- Infeccion por el prevista en presentacion
virus de latilapia del | opij) ge 2023 de los articulos
lago modificados
— Infeccién por para .
Aphanomyces comentario
invadans (smdrt;me Infeccién por el
ulcerante epizo6tico) sindrome
ulcerante
epizodtico:
revision del
informe
provisional del
grupo ad hoc
Articulos 10.9.2. del Comentarios Propuesta para

Capitulo 10.9. Infeccion
por el virus de la viremia
primaveral de la carpa

revisados (1.a
ronda)

adopcion

Capitulo 10.X. Infeccion | Comentarios Propuesta para
por el virus de la tilapia revisados (1.a | adopcion
del lago ronda)
Especies susceptibles — | Marteilia Propuesta
Enfermedades de los refringens: para adopcién
moluscos - Articulos comentarios
11.X.1.y 11.X.2. para: revisados
By (1.a ronda)
- Infeccion por Perkinsus Revision de los | Revision de los | Propuesta para
Marteilia refringens | arinys: comentarios comentarios adopcién
— Infeccién por _Revisién del (1.aronda) (2.aronda)
Perkinsus marinus informe del
grupo ad hoc y
— Infeccién por presentacion
Perkinsus olseni de los articulos
modificados
— Infeccién por para
Xenohaliotis comentario
californiensis
Perkinsus Perkinsus
olseni: olseni:
Revisién del Revision del
informe informe del
grupo ad hocy
presentacion
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Cdédigo Acuatico

Capitulo/Tema Situacién
Febrero de SG mayo de | Septiembre de Febrero de SG mayo de
2023 2023 2023 2024 2023
provisional del | de los articulos
grupo ad hoc modificados
para
comentario
Especies susceptibles — | Comentarios Propuesta para
Articulos 11.2.2. del revisados adopcion
Capitulo 11.2. Infeccidn (1.aronda)
por Bonamia exitiosa
Especies susceptibles — | Comentarios Propuesta para
Articulos 11.3.2. del revisados adopcion
Capitulo 11.3. Infeccion (1.aronda)
por Bonamia ostreae
Modelo de Articulos Comentarios Propuesta para
11.X.9.-11.X.12.: revisados adopcion
armonizacion con otros | (1.aronda)
capitulos especificos de
enfermedad
Manual Acuatico
Capitulo/Tema Situacion
Febrero de SG mayo de | Septiembre de Febrero de SG mayo de
2023 2023 2023 2024 2023
Capitulo 2.2.0. Comentarios Revisién de los | Revision de los | Propuesta para
Disposiciones generales | revisados (1.a comentarios comentarios adopcion
— Crustaceos s ronda) (2.aronda) (3.aronda)

Capitulo 2.2.1.
Enfermedad de la
necrosis pancreatica
aguda

Comentarios
revisados (2.a
ronda)

Propuesta para
adopcion

Capitulo 2.2.2. Infeccién | Comentarios Revision de los | Revision de los | Propuesta para
por Aphanomyces revisados comentarios comentarios adopcion
astaci (plaga del (1.aronda) (2.aronda) (3.aronda)

cangrejo de rio)

Capitulo 2.2.3. Infeccion | Comentarios Propuesta para

por Hepatobacter penaei | revisados adopcion

(hepatopancreatitis (2.a ronda)

necrotizante)

Capitulo 2.2.4. Infeccién | Comentarios Propuesta para

por el virus de la revisados adopcion

necrosis hipodérmicay (2.a ronda)
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Manual Acuético

Capitulo/Tema Situacion
Febrero de SG mayo de | Septiembre de Febrero de SG mayo de
2023 2023 2023 2024 2023
hematopoyética
infecciosa
Capitulo 2.2.5. Infeccion | Comentarios Propuesta para
por el virus de la revisados adopcion
mionecrosis infecciosa (1.a ronda)
Capitulo 2.2.6. Infeccion | Proyecto Revisién de los | Revision de los | Propuesta para
por Macrobrachium revisado y comentarios comentarios adopcion
rosenbergii nodavirus actualizado, (1.aronda) (2.a ronda)
(enfermedad de la cola presentacion
blanca) para
comentario
Capitulo 2.2.7. Infeccion | Comentarios Propuesta para
por el virus del revisados adopcion
sindrome de Taura (1.aronda)
Capitulo 2.2.8. Infeccion | Comentarios Propuesta para
por el virus del revisados adopcion
sindrome de las (1.aronda)
manchas blancas
Capitulo 2.2.X. Infeccion Revision del Revision de los
el virus iridiscente de capitulo comentarios
los decapodos tipo 1 actualizado y (1.aronda)
presentacion
para
comentarios
Capitulo 2.3.1. Infeccién | Comentarios Propuesta para
por Aphanomyces revisados adopcion
invadans (sindrome (2.aronda)
ulcerante epizo6tico)
Capitulo 2.3.2. Infeccion | Comentarios Propuesta para
por el virus de la revisados adopcion
necrosis (3.aronda)
hematopoyética
epizodtica
Seccion 2.2.2. del Comentarios Propuesta para
Capitulo 2.3.9. Infeccién | revisados adopcion
por el virus de la viremia | (1.aronda)

primaveral de la carpa

Capitulo 2.3.X. Infeccién
por el virus de la tilapia
del lago

Revision del
capitulo
actualizado y
presentacion
para
comentarios

Revision de los
comentarios
(1.aronda)
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Manual Acuético

Capitulo/Tema Situacion
Febrero de SG mayo de | Septiembre de Febrero de SG mayo de
2023 2023 2023 2024 2023
Capitulo 2.4.0. Revision del Revision de los
Informacién general capitulo comentarios
actualizado y (1.aronda)
presentacion
para
comentarios
Capitulo 2.4.1. Infeccidn Revision del Revisién de los
por abalone herpes capitulo comentarios
virus actualizado y (1.aronda)
presentacion
para
comentarios
Secciones 2.2.1.y 2.2.2. | Comentarios Propuesta para
del Capitulo 2.4.4. revisados adopcion
Infeccion por Marteilia (1.aronda)
refringens
Seccién 2.2.2. del Comentarios Propuesta para
Capitulo 2.4.2. Infeccién | revisados adopcion
por Bonamia exitiosa (1.aronda)
Capitulo 2.4.3. Infeccién Revision del Revisién de los
por Bonamia ostreae capitulo comentarios
actualizado y (1.aronda)
presentacion
para
comentarios
Seccién 2.2.2. del Comentarios Propuesta para
Capitulo 2.4.2. Infeccién | revisados adopcion
por Bonamia ostreae (1.aronda)

Capitulo 2.4.7. Infeccidn
por Xenohaliotis
californiensis

Revision del
capitulo
actualizado y
presentacion
para
comentarios
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Anexo 4. ltem 7.1. = Articulo 9.3.1. del Capitulo 9.3. Infeccién por Hepatobacter Penaei
(hepatopancreatitis necrotizante)

CAPITULO 9.3.

INFECCION POR HEPATOBACTER PENAEI
(HEPATOPANCREATITIS NECROTIZANTE)

Articulo 9.3.1.

A efectos del Cddigo Acudtico, la infeccion por Hepatobacter penaei (hepatopancreatitis necrotizante) designa una infeccion causada
por el agente patdgeno Candidatus Hepatobaeter-penaei Hepatobacter penaei, una bacteria mtracelular obligada de la famllla

Holosporaceae de la orden Rickettsiales de-tas-proteobacteriasalfa.
necrotizante:

La informacion sobre los métodos de diagndstico figura en el Manual Acudtico.

[...]
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Anexo 5. ltem 7.2. — Articulos 9.4.1. y 9.4.2. del Capitulo 9.4. Infeccién por el virus de la necrosis hipodérmicay
hematopoyética infecciosa

CAPITULO 9.4.

INFECCION POR EL VIRUS DE LA NECROSIS
HIPODERMICA Y HEMATOPOYETICA INFECCIOSA

Articulo 9.4.1.

A efectos del Cddigo Acudtico, la infeccidn por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa es la infeccion causada

por el agente patégeno de los decdpodos penstylhamaparvovirus 1 delvirus-dela-necresis-hipedérmica-y-hematopoyética-infecciosa
del género Penstydensevirus Penstylhamaparvovirus y de la familia de los Parvoviridos.

La informacion sobre los métodos de diagndstico figura en el Manual Acudtico.
Articulo 9.4.2.
Ambito de aplicacién

Las recomendaciones de este capitulo se aplican a las siguientes especies que cumplen con los criterios de inclusidn en la lista de
especies susceptibles de acuerdo con el Capitulo 1.5.: camardn azul (Penaeus stylirostris), camardn tigre gigante (Penaeus monodon),
camaroén_blanco deI Golfo (Penaeus setiferus), eama;en—pahama##le—(-ﬁenaeus—ea-hfefmensg)- camardn-tigregigante {Pengeus

¥ camarén patiblanco (Penaeus

vanname:) y camardn patiamarillo (Penaeus californiensis). pat|ama r|IIo (Penaeus calltorn/enssl
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Anexo 6. item 7.3. — Articulo 9.5.2. del Capitulo 9.5. Infeccién por el virus de la mionecrosis infecciosa

CAPITULO 9.5.

INFECCION POR EL VIRUS DE LA MIONECROSIS INFECCIOSA

Articulo 9.5.2.
Ambito de aplicacién
Las recomendaciones de este capitulo se aplican a las siguientes especies que cumplen con los criterios de inclusién en la lista
de especies susceptibles de acuerdo con el Capitulo 1.5.: eamarén-tigre-marrén{Pengeus-esctHentus); camardn banana (Penaeus
merguiensis), langostino tigre marrdn (Penaeus esculentus) y camardn patiblanco (Penaeus vannamei).

[...]
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Anexo 7. item 7.4. — Articulo 10.9.2. del Capitulo 10.9. Infeccion por el virus de la viremia primaveral de la carpa

CAPITULO 10.9.

INFECCION POR EL VIRUS DE LA VIREMIA
PRIMAVERAL DE LA CARPA

Articulo 10.9.2.
Ambito de aplicacién

Las recomendaciones de este capitulo se aplican a las siguientes especies que cumplen con los criterios de inclusion en la lista
de especies susceptibles de acuerdo con el Capitulo 1.5.:

Familia Nombre cientifico Nombre comun
Cyprinidae Abramis brama Bbrema
Aristichthys nobilis Ecarpa cabezona
Carassius auratus Ecarpa dorada
Ctenopharyngodon €carpa herbivora
idella
Cyprinus carpio €carpa comun (todas las variedades y
subespecies)
Danio rerio Ppez zebra
Notemigonus €carpita dorada
crysoleucas
Pimephales promelas Ppiscardo
Percocypris pingi Jinsha barbel carp] Carpa-dedinsha
Rutilus kutum Ppescado blanco del Caspio
Rutilus rutilus Rrutilo
Siluridae Silurus glanis Ssirulo

[...]
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Anexo 8. item 7.5. — Capitulo 10.X. Infeccion por TiLV

CAPITULO 10.X.

INFECCION POR EL VIRUS DE LA TILAPIA DEL LAGO

Articulo 10.X.1.

A efectos del Cddigo Acudtico, la infeccidon por el virus de la tilapia del lago (TiLV) designa una infeccion causada por el agente
patdgeno Tilapia tilapinevirus del género Tilapinevirus y de la familia Amnoonviridae.

La informacion sobre los métodos de diagndstico figura en el Manual Acudtico.
Articulo 10.X.2.
Ambito de aplicacién

Las recomendaciones de este capitulo se aplican a las siguientes especies que cumplen con los criterios de inclusién en la lista de
especies susceptibles de acuerdo con el Capitulo 1.5.: [tilapia azul (Oreochromis aureus), tilapia roja hibrida de Malasia (Oreochromis
niloticus x Oreochromis mossambicus), (Sarotherodon galilaeus), tilapia de Mozambique (Oreochromis mossambicus), tilapia del
Nilo (Oreochromis niloticus), (Tilapia zilli), (Barbonymus schwanenfeldii), (Tristramella simonis) y tilapia azul del Nilo, hibrido
(Oreochromis niloticus X Oreochromis aureus)] (en estudio).

Articulo 10.X.3.

Medidas para la importacidén o transito de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se destinan,
independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccién porTiLV

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacién se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad
aplicables a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacién o el transito por su territorio
de estos productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada
con el TiLV, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto a la infeccion
por TiLV:

1)  {productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 560°C durante por lo menos eireel20 minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que
inactive TiLV;

2)  harina de pescado que se haya sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una temperatura interna
de al menos 560°C durante por lo menos eireel20 minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive TiLVHHer
estudio);

3)  aceite de pescado;

4)  cueros elaborados con piel de pescado.

Articulo 10.X.4.

Requisitos para una autodeclaracién de ausencia de infeccidn por TiLV

Un Pais Miembro podra hacer una autodeclaraciéon de ausencia de infeccién por TiLV en todo el pais, una zona o un compartimento

con arreglo a las disposiciones de los Articulos 10.X.5. a 10.X.8., segun proceda. La autodeclaracién de ausencia de enfermedad

también debe satisfacer otros requisitos pertinentes contemplados en el Cddigo Acudtico, entre ellos, la exigencia de que el Pais
Miembro relna las siguientes condiciones:
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1)
2)

3)

cumple las disposiciones del Capitulo 3.1.; y

utiliza métodos de diagndstico apropiados, segun las recomendaciones del Manual Acudtico; y

satisface todos los requisitos del Capitulo 1.4. pertinentes para la autodeclaracion.

Articulo 10.X.5.

Pais libre de infeccién por TiLV

Si el pais comparte cuerpos de agua con otros paises, solo podra hacer una autodeclaracion de ausencia de infeccidon por TiLV si todos
los cuerpos de agua compartidoas estan situados en paises o zonas declarados libres de infeccion por TiLV.

Como se describe en el Articulo 1.4.4., un Pais Miembro puede hacer una autodeclaracidon de ausencia de infeccion por TiLV en la
totalidad de su territorio si puede demostrar que:

1)

ninguna especie susceptible de las mencionadas en el Articulo 10.X.2. esta presente y se han reunido ininterrumpidamente las
condiciones elementales de bioseguridad durante al menos los ultimos [seis] meses;

no ha ocurrido ninguna infeccién por TiLV durante al menos los [diez] Gltimos afios, y:

a)

b)

el Pais Miembro puede demostrar que las condiciones son propicias para la manifestacion clinica de la infeccién por TV
TiLV, de acuerdo con lo descrito en el capitulo correspondiente del Manual Acudtico;y

se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad descritas en el Capitulo 1.4. durante al
menos los [diez] ultimos afos;

se ha aplicado una vigilancia especifica, de acuerdo con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante al menos los [dos] Gltimos afios
sin que se haya detectado la presencia de TiLV, y se han reunido e implementado ininterrumpidamente las condiciones
elementales de bioseguridad durante al menos [un] afio antes del inicio de la vigilancia especifica;

habia hecho previamente una autodeclaracién de ausencia de infeccidn por TiLV y perdid posteriormente su estatus libre por
haberse detectado TiLV, pero se han cumplido las condiciones siguientes:

a)

b)

c)

d)

nada mas haberse detectado TiLV, el drea afectada ha sido declarada zona infectada y se ha establecido una zona de
proteccion; y

las poblaciones infectadas dentro de la zona infectada se han sacrificado y eliminado con medios que reducen al minimo
la probabilidad de una mayor transmision de TiLV, y se han completado los procedimientos de desinfeccion apropiados

(descritos en el Capitulo 4.4.), seguidos de un periodo de vacio sanitario segun se describe en el Capitulo 4.7.; y

las condiciones elementales de bioseguridad vigentes anteriormente han sido debidamente revisadas y modificadas y se
han mantenido ininterrumpidamente desde la erradicacidn de la infeccién por TiLV; y

se ha aplicado una vigilancia especifica, de acuerdo con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante:

i) por lo menos los [dos] ultimos afios en las especies susceptibles silvestres y de cria sin que se haya detectado la
presencia de TiLV, o

ii) por lo menos el [un] dltimo afio sin que se haya detectado la presencia de TiLV, si los establecimientos de acuicultura
afectados no tenian vinculos epidemioldgicos con las poblaciones silvestres de especies susceptibles.
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Mientras tanto, |a parte del pais ubicada fuera de la zona infectada y de las zonas de proteccidn ura-parte-e-ta-tetalidad-del
pais;-exceptolaszonasinfectadasy-deproteceion; podra ser declarada zona libre de conformidad con el Articulo 1.4.4., siempre
que se hayan cumplido redna las eendiciones-deseritas-en-el las disposiciones de los apartados 4 a) a 4 c) 2-del-Artieto-10-X:6.

Articulo 10.X.6.

Zona libre de infeccidn por HEV TiLV

Si una zona se extiende por el territorio de mas un pais, solo podra ser declarada zona libre de infeccion por TiLV si todas las
autoridades competentes confirman que se han reunido el conjunto de condiciones exigidas.

Como se describe en el Articulo 1.4.4., un Pais Miembro puede hacer una autodeclaracién de ausencia de infeccién por FLV TiLV
para una zona dentro de su territorio si puede demostrar que:

1)

ninguna especie susceptible de las mencionadas en el Articulo 10.X.2. esta presente y se han reunido ininterrumpidamente
las condiciones elementales de bioseguridad durante al menos los [seis] Ultimos meses;

no ha ocurrido ninguna infeccién por TiLV durante al menos los [diez] Gltimos afios, y:

a) el Pais Miembro puede demostrar que las condiciones son propicias para la manifestacion clinica de la infeccién por TiLV,
de acuerdo con lo descrito en el Articulo 1.4.8. del Capitulo 1.4.; y

b)  se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad descritas en el Capitulo 1.4. durante al
menos los [diez] ultimos afos;

se ha aplicado una vigilancia especifica en la zona, de acuerdo con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante al menos los [dos]
ultimos afos sin que se haya detectado la presencia de TiLV, y se han reunido ininterrumpidamente e implementado las
condiciones elementales de bioseguridad durante al menos [un] aifo antes del inicio de la vigilancia especifica;

habia hecho previamente una autodeclaracion de ausencia de infeccion por TiLV para una zona y perdidé posteriormente su
estatus libre por haberse detectado TiLV en la zona, pero se han cumplido las condiciones siguientes:

a) nada mas haberse detectado TiLV, el area afectada fue declarada zona infectada y se ha establecido una zona de
proteccion; y

b) las poblaciones infectadas dentro de la zona infectada se han sacrificado y eliminado con medios que reducen al minimo

la probabilidad de una mayor transmision de TiLV, y se han completado los procedimientos de desinfeccién apropiados
(descritos en el Capitulo 4.4.), seguidos de un periodo de vacio sanitario segun se describe en el Capitulo 4.7.; y

c) las condiciones elementales de bioseguridad vigentes anteriormente han sido debidamente revisadas y modificadas y se
han mantenido ininterrumpidamente desde la erradicacidon de la infeccién por TiLV ; y

d) se haaplicado una vigilancia especifica, de acuerdo con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante al menos los [dos] ultimos
afios sin que se haya detectado la presencia de TiLV.

Mientras tanto, una parte de la zona ubicada fuera de la zona infectada y de la zona de proteccion podra ser declarada nueva
zona libre de conformidad con el Articulo 1.4.4., siempre gue se hayan cumplido las disposiciones de los apartados 4 a) a 4 c).

Articulo 10.X.7.

Compartimento libre de infeccién por ¥ Til
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Segun se describe en el Articulo 1.4.4., un Pais Miembro podra hacer una autodeclaracion de ausencia de infeccidén por TiLV en un
compartimento dentro de su territorio si puede demostrar que:

1)  se haaplicado una vigilancia especifica en el compartimento, de acuerdo con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante al menos
el [un] dltimo afio sin que se haya detectado TiLV, y se han reunido ininterrumpidamente e implementado las condiciones
elementales de bioseguridad durante al menos [un] afio antes del inicio de la vigilancia especifica;

2)  habia hecho previamente una autodeclaracion de ausencia de infeccion por TiLV en un compartimento y perdié posteriormente
su estatus libre por haberse detectado TiLV en el compartimento, pero se han cumplido las condiciones siguientes:

a)  todos los animales acudticos dentro del compartimento se han sacrificado y eliminado con medios que reducen al minimo
la probabilidad de una mayor transmisién de TiLV, se han completado los procedimientos de desinfeccion apropiados
(descritos en el Capitulo 4.4.) y el compartimento se ha sometido a un periodo de vacio sanitario segun se describe en el
Capitulo 4.7.;y

b) las condiciones elementales de bioseguridad vigentes anteriormente, incluido el plan de bioseguridad en el
compartimento, han sido debidamente revisados y modificados y se han mantenido ininterrumpidamente desde la
repoblacién con animales acudticos procedentes de una fuente aprobada libre de patégenos conforme a los requisitos
de los Articulos 10.X.9 y 10.X.10. si procede; y

; 4
realizado una encuesta para determinar la infeccidn por TiLV al menos [seis meses] luego de la repoblacidn (tal como se
describe en el Articulo 1.4.14.) sin que se haya detectado la presencia del patégeno-Fi\.

c)

Articulo 10.X.8.
Conservacion del estatus libre

Un pais, zona o compartimento declarados libres de infeccién por TiLV, de conformidad con lo dispuesto en los Articulos 10.X.4. a
10.X.7. (segun proceda), podran conservar su estatus libre de infeccién por TiLV si retnen ininterrumpidamente los requisitos
descritos en el Articulo 1.4.15.

Articulo 10.X.9.

Importacion de animales acuaticos o productos de animales acuaticos de un pais, una zona o un compartimento declarados libres
de infeccién por TiLV

Cuando se importen animales acudticos de una de las especies mencionadas en el Articulo 10.X.2., o productos de animales
acudticos derivados de dichas especies, procedentes de un pais, una zona o un compartimento declarados libres de infeccién por
TiLV, la autoridad competente del pais importador debera exigir que la remesa este acompanada de la presentacién de un
certificado sanitario internacional aplicable a los animales acudticos extendido por la autoridad competente del pais exportador. El
certificado sanitario internacional aplicable a los animales acudticos deberd acreditar, segun los procedimientos descritos en los
Articulos 10.X.5., 10.X.6. o0 10.X.7. (segun proceda) y 10.X.8., que el lugar de produccidn de la remesa de animales acudticos o
productos de animales acudticos es un pais, una zona o un compartimento declarados libres de infeccidn por TiLV.

El certificado sanitario internacional aplicable a los animales acudticos debera ser conforme al modelo de certificado que figura
en el Capitulo 5.11.

Este articulo no se aplica a los productos de animales acudticos enumerados en el Articulo 10.X.3.
Articulo 10.X.10.

Importacion, para la acuicultura, de animales acuaticos de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccion
por HEM TiLV
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Cuando se importen, para la acuicultura, animales acudticos de una de las especies mencionadas en el Articulo 10.X.2. de un pais,
una zona o un compartimento no declarados libres de infeccion por TiLV, la autoridad competente del pais importador debera
evaluar el riesgo de conformidad con el Capitulo 2.1. y considerar las medidas de mitigacidn del riesgo en los apartados 1y 2 que
figuran a continuacién:

1) Silaintencidn es el crecimiento y la cria de animales acudticos importados se considerara la aplicacion de:

a) entrega directa de los animales acudticos importados a instalaciones de cuarentena donde permaneceran de por vida;
y
b) antes de salir de la cuarentena (ya sea en la instalacion de origen o en otra instalacidn de cuarentena hasta donde han

sido transportados en condiciones adecuadas de bioseguridad), los animales acudticos se sacrifican y procesan en uno
o0 mas de los productos de animales acudticos enumerados en el Articulo 10.X.3. o en otros productos autorizados por
la autoridad competente; y

c) tratamiento del agua utilizada en el transporte, de los equipos, efluentes y despojos con el fin de inactivar el TiLV,wirus

dela-anemiainfecciosa-delsatmén-{de conformidad con los Capitulos 4.4.,4.8.y 5.5.)

2)  Silaintencion es establecer nuevas poblaciones para la acuicultura, se tendra en cuenta lo siguiente:
a) enel pais exportador:
i) identificar las fuentes posibles de poblacién y evaluar el historial sanitario de sus animales acudticos;

ii)  examinar las poblaciones de origen de acuerdo con el Capitulo 1.4. y seleccionar una poblacién fundadora (F-0) de
animales acudticos con un alto estatus sanitario para la infeccion por TiLV;

b)  en el pais importador:
i) importar la poblacién fundadora (F-0) a una instalacién de cuarentena;

ii)  examinar la poblacién F-0 para TiLV de conformidad con el Capitulo 1.4. para determinar su idoneidad como
poblacion reproductora;

iii)  producir una poblacién de primera generacion (F-1) en cuarentena;

iv)  criar la poblacion F-1 en cuarentena durante una duracién suficiente, y en condiciones favorables, para la expresion
clinica de la infeccidn por TiLV, y extraer muestras y realizar pruebas para la deteccidn de TiLV de conformidad con
el Capitulo 1.4. del Cédigo Acudtico y el Capitulo X.X.6. del Manual Acudtico;

v)  sinose detecta TiLV, la poblaciéon F-1 puede ser definida libre de infeccion por TiLV y liberada de la cuarentena;

vi)  sise detecta el TiLV, la poblacion F-1 no puede ser liberada de la cuarentena y debera sacrificarse y eliminarse de
manera biolégicamente segura de acuerdo con el Capitulo 4.8.

Articulo 10.X.11.

Importacion, para transformacion para el consumo humano, de animales acuaticos o productos de animales acuaticos de un pais,
una zona o un compartimento no declarados libres de infeccidn por TiLV

Cuando se importen, para transformacién para el consumo humano, animales acudticos de una de las especies mencionadas en el
Articulo 10.X.2., o productos de animales acudticos derivados de dichas especies, procedentes de un pais, una zona o un
compartimento no declarados libres de infeccion por TiLV, la autoridad competente del pais importador debera evaluar el riesgo y
aplicar, si se justifican, las siguientes medidas para reducirlo:
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1) entrega directa y mantenimiento de la remesa en instalaciones de cuarentena o contencién hasta su procesamiento en uno
de los productos enumerados en el Articulo 10.X.3. o en el apartado 1 del Articulo 10.X.14. o en otros productos autorizados
por la autoridad competente; y

2)  tratamiento de toda el agua (incluido el hielo), de los equipos, contenedores y material de embalaje utilizados para el
transporte de-mede-gte a fin de garantizaee la inactivacién de TiLV o la eliminacidn biosegura de acuerdo con los Capitulos
44.,48.y55.,;y

3)  tratamiento de todos los efluentes y despojos de modo que garantice la inactivacion de TiLV o la eliminacion biosegura de
acuerdo con los Capitulos 4.4.y 4.8.

En lo que se refiere a estos animales acudticos o productos de animales acudticos, los Paises Miembros podran considerar, si lo
desean, la oportunidad de introducir medidas internas para afrontar los riesgos asociados a la utilizacién de cualquiera de ellos para
fines que no sean el consumo humano.

Articulo 10.X.12.

Importacion de animales acuaticos o productos de animales acuaticos destinados a usos distintos del consumo humano incluyendo
la alimentacion de los animales, la investigacion y el uso agricola, industrial o farmacéutico y procedentes de un pais, una zona o
un compartimento no declarados libres de infeccion por TiLV

Cuando se importen, para usos distintos del consumo humano incluyendo la alimentacidn de los animales, el uso agricola, industrial,
la investigacién o farmacéutico, animales acudticos de una de las especies mencionadas en el Articulo 10.X.2., o productos de
animales acudticos derivados de dichas especies, procedentes de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de
infeccion por TiLV, la autoridad competente del pais importador deberd requerir:

1) los animales acudticos o productos de animales acudticos sean entregados directamente a instalaciones de cuarentenay
mantenidos en las mismas hasta su procesamiento en uno de los productos mencionados en el Articulo 10.X.3. o en otros
productos autorizados por la autoridad competente, y

2) el tratamiento de toda el agua (incluido el hielo), de los equipos, contenedores y material de embalaje utilizados para el
transporte a_fin de garantizace la inactivacion del FHEMY TiLV o la eliminacion biosegura de acuerdo con los
Capitulos 4.4.,4.8.y5.5.,y

3) el tratamiento de todos los efluentes y despojos garantice la inactivacién del -\ TiLV o la eliminacién biosegura de acuerdo
con los Capitulos 4.4.y 4.8.

Articulo 10.X.13.

Importacion de animales acuaticos destinados a uso en laboratorios o zooldgicos procedentes de un pais, una zona o un
compartimento no declarados libres de infeccién por TiLV

Cuando se importen, para uso en laboratorios o zooldgicos, animales acudticos de una de las especies mencionadas en el Articulo
10.X.2. procedentes de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccidn por TiLV, la autoridad competente
del pais importador deberd garantizar:

1)  entrega directa de la remesa a instalaciones de cuarentena autorizadas por la autoridad competente y mantenimiento en las
mismas;

2) tratamiento de toda el agua (incluido el hielo), de los equipos, contenedores y material de embalaje utilizados en el transporte
de-mede-gue en fin de garantizaee la inactivacién del TiLV o la eliminacién biosegura de acuerdo con los Capitulos 4.4., 4.8. y
5.5,y

3)  tratamiento de todos los efluentes y despojos provenientes de las instalaciones de cuarentena en los laboratorios o
zooldgicos, de modo que garantice la inactivacion del TiLV o la eliminacién biosegura de acuerdo con los Capitulos 4.4.y 4.8.;
Y
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4)  eliminacion de los animales muertos de acuerdo con el Capitulo 4.8.
Articulo 10.X.14.

Importacion {o transito por el territorio}, para venta directa al por menor para el consumo humano, de productos de animales
acuaticos independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacidn con respecto a la infeccidén
por TiLV

1) [Independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la infeccion por
TiLV, las autoridades competentes no deberdn exigir ningun tipo de condicién relacionada con el TiLV cuando autoricen la
importacion (o el transito por su territorio) de las los siguientes mereaneias productos de animales acudticos que han sido
elaboradaos y envasadaos para la venta directa al por menor y retnen las condiciones descritas en el Articulo5.4.2.:

a) filetes o rodajas de pescado (refrigerados)] (en estudio).

Se han establecido algunos supuestos a la hora de evaluar la seguridad sanitaria de los productos de animales acudticos
enumerados mds arriba. Los Paises Miembros deberan referirse a tales supuestos, que figuran en el Articulo 5.4.2., y analizar
si se aplican a sus condiciones.

En lo que se refiere a estos productos de animales acudticos, los Paises Miembros podran considerar, si lo desean, la
oportunidad de introducir medidas internas para afrontar los riesgos asociados la utilizacidon de cualquiera de ellos para fines
que no sean el consumo humano.

2)  Cuando se importen productos de animales acudticos, aparte de los enumerados en el apartado 1 arriba, derivados de una
de las especies mencionadas en el Articulo 10.X.2. de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccion
por TiLV, la autoridad competente del pais importador debera evaluar el riesgo y aplicar medidas de mitigacidn del riesgo
apropiadas.
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Anexo 9. item 7.6. — Articulo 11.2.2. del Capitulo 11.2. Infeccion por Bonamia exitiosa

CAPITULO 11.2.

INFECCION POR BONAMIA EXITIOSA

[-]
Articulo 11.2.2.
Ambito de aplicacién

Las recomendaciones de este capitulo se aplican a las siguientes especies que cumplen con los criterios de inclusidn en la lista de
especies susceptibles de acuerdo con el Capitulo 1.5.: ostra plana argentina (Ostrea puelchana), Magallana [syn. Crassostrea
ariakensis, ostra legamosa australiana (Ostrea angasi), ostra plana chilena (Ostrea chilensis), Ostrea equestris, ostra americana
(Crassostrea virginica), ostra plana europea (Ostrea edulis); y ostra Olimpia (Ostrea lurida)-y-estra-de-Suminee{Magallana-fsyn-
a Lo ). -

(]

Informe de la reunion de la Comisién de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos / Febrero de 2023

79



Anexo 10. item 7.6. — Articulo 11.3.2. del Capitulo 11.3. Infeccién por Bonamia ostreae

CAPITULO 11.3.

INFECCION POR BONAMIA OSTREAE

[...]

Articulo 11.3.2.
Ambito de aplicacién

Las recomendaciones de este capitulo se aplican a las siguientes especies que cumplen con los criterios de inclusién en la lista
de especies susceptibles de acuerdo con el Capitulo 1.5.: Magallana [syn. Crassostrea] ariakensis, estra—plana—europea{Ostrea
edulis}—ostra plana chilena (Ostrea chilensis)y_ostra plana europea (Ostrea edulis)ta—estra—deSuminoe{Magaliang{syn-

[...]
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Anexo 11. item 7.7. — Articulos 11.4.1. y 11.4.2. del Capitulo 11.4. Infeccion por Marteilia refringens

CAPITULO 11.4.

INFECCION POR MARTEILIA REFRINGENS

Articulo 11.4.1.

A efectos del Cédigo Acudtico, la infeccion por Marteilia refringens designa una infeccion causada exelusivamente por el agene

patégeno M. refringens {incluidos los tipos O y M) de la familia Marteiliidae.

La informacion sobre los métodos de diagndstico figura en el Manual Acudtico.
Articulo 11.4.2.

Ambito de aplicacién

Las recomendaciones de este capitulo se aplican a las siguientes especies: mejilldn (Mytilus edulis), ostra enana (Ostrea stentina),
ostra plana europea (Ostrea edulis), almeja navaja (Solen marginatus), mejillén dorado (Xenostrobus securis), estra—tegamesa

N hilan 8 on o W]

is)y mejillon mediterraneo (Mytilus Galloprovincialis)_y chirla (Chamelea galling). Estas+ecomendacionesse-aplican-tambiéna
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Anexo 12. item 7.8. — Modelo de Articulos 11.X.9. — 11.X.14. para los capitulos especificos de las enfermedades
de los moluscos

Modelo de Articulos 11.X.9. — 11.X.14. para los capitulos
especificos de las enfermedades de los moluscos

CAPITULO 11.X.
INFECCION POR [PATOGENO X]

Articulo 11.X.9.

Importacion de animales acudticos oy productos de animales acuaticos de un pais, una zona o un compartimento declarados libres
de infeccidn por [Patdgeno X]

Cuando se importen animales acudticos y-productos—de-animales—acuatices de una de las especies mencionadas en el Articulo
11.X.2., o productos de animales acudticos derivados de dichas especias, procedentes de un pais, una zona o un compartimento
declarados libres de infeccion por el [Patégeno X], la autoridad competente del pais importador debera exigir gue la remesa esté
acompafiada de la presentacion de un certificado sanitario internacional aplicable a los animales acudticos extendido por la
autoridad competente deI pa/s exportador,_El certlflcado sanitario internacional aplicable a los animales acudticos deberd acreditar,
o-peruh—certificadoroficiaprobadope ite;-segun los procedimientos descritos en los Articulos
11 X45 e 11. X56 o 11. X 7. (segun proceda) y 11.1.6.8, que el lugar de produccién de la remesa de animales acudticos_o ¥
productos de animales acudticos es un pais, una zona o un compartimento declarados libres de infeccion por [Patdogeno X].

El certificado sanitario internacional aplicable a los animales acudticos debera ser conforme al modelo de certificado que figura en
el Capitulo 5.11.

Este articulo no se aplica a fas-mereanefas los productos de animales acudticos enumeradaos en el apartado 1 del Articulo 11.X.3.
Articulo 11.X.10.

Importacion, para la acuicultura, de animales acuaticos de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccion
por [Patdgeno X]

Cuando se importen, para la acuicultura, animales acudticos de una de las especies mencionadas en el Articulo 11.X.2. procedentes
de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccidn por [Patégeno X]., la autoridad competente del pais
importador debera evaluar el riesgo de conformidad con el Capitulo 2.1. y considerar las medidas de mitigacién del riesgo en los
apartados 1y 2 que figuran a continuacién.

1) Silaintencidn es el crecimiento y la cria de animales acudticos importados se considerara la aplicacién de:
a)  entrega directa de los animales acudticos importados a instalaciones de cuarentena donde permaneceran de por vida; y

b)  antes de salir de la cuarentena (ya sea en la instalacién de origen o en otra instalacién de cuarentena hasta donde han

sido transportados en condiciones adecuadas de bioseguridad), los animales acudticos se sacrifican y procesan en uno o

mas de los productos de animales acudticos enumerados en el apartado 1 del Articulo 11.X.3. 0 en otros productos

autorizados por la gutoridad competente; y

c) tratamiento del agua utilizada en el transporte, de los equipos, efluentes y despojos con el fin de inactivar [Patdgeno X]
de conformidad con los Capitulos 4.4., 4.8.y 5.5.
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0]

2)  Silaintencidn es establecer nuevas poblaciones para la acuicultura, se tendra en cuenta lo siguiente:

a)  enel pais exportador:

i)

i)

identificar las fuentes posibles de poblacién y evaluar el historial sanitario de sus animales acudticos;

examinar las poblaciones de origen de acuerdo con el Capitulo 1.4. y seleccionar una poblacién fundadora (F-0) de
animales acudticos con un alto estatus sanitario para la infeccion por [Patégeno X];

b)  en el paisimportador:

i)
ii)

i)

v)

vi)

importar la poblacién fundadora (F-0) a instalaciones de cuarentena;

examinar la poblacién F-0 para el [Patégeno X] de conformidad con el Capitulo 1.4. para determinar su idoneidad
como poblacion reproductora;

producir una poblacion de primera generacion (F-1) en cuarentena;

criar la poblacién F-1 en cuarentena durante una duracidn suficiente, y en condiciones favorables, para la expresion

clinica de lainfeccion por [Patégeno X] feeme-deserito-en-el-Capitule 24 X-del-ManualAcudtico}, y extraer muestras
y realizar pruebas para la deteccién de [Patégeno X] de conformidad con el Capitulo 1.4. del Cddigo Acudtico y el

Capitulo 2.4.X. del Manual Acudtico;

si no se detecta [Patégeno X]., la poblacién F-1 puede ser definida libre de infeccidn por el [Patégeno X]. y liberada
de la cuarentena;

si se detecta [Patdgeno X]., la poblacién F-1 no puede ser liberada de la cuarentena y debera sacrificarse y eliminarse
de manera biolégicamente segura de acuerdo con el Capitulo 4.8.

Articulo 11.X.11.

Importacion, para transformacién para el consumo humano, de animales acuaticos ¥ 0 productos de animales acuaticos de un pais,
una zona o un compartimento no declarados libres de infeccién por [Patégeno X]

Cuando se importen, para transformacidn para el consumo humano, animales acudticos y-preductos-de-animales-aeudticos-de una

de las especies mencionadas en el Articulo 11.X.2., o productos de animales acudticos derivados de dichas especies, procedentes
de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccién por [Patégeno X], la autoridad competente del pais

importador debera evaluar el riesgo y aplicar, si se justifican, las siguientes medidas para reducirlo:

1)  entrega directa y mantenimiento de fes-animales la remesa a en centros de cuarentena o contencién hasta su procesamiento
en uno de los productos enumerados en el apartado 1 del Articulo 11.X.3.; o enpreductos-deserites en el apartado 1 del
Articulo 11.X.4214., o en otros productos autorizados por la autoridad competente; y

2)  tratamiento de toda el agua (incluido el h|e|o) de los equipos, contenedores y material de embalaje utilizados | contenedores y material de embalaje utilizados para el

a fin de garantizaree-la

inactivacion de [Patégeno X] o Ia ellmlnaC|on iosegura de acuerdo con los Capitulos 4.4.,4.8.y5.5.; y

e

tratamiento de todos los efluentes y despojos de modo que garantice la inactivacion de [Patégeno X] o la eliminacidn

biosegura de acuerdo con los Capitulos 4.4. vy 4.8.

En lo que se refiere a estas mercancias estos animales acudticos o productos de animales acudticos, los Paises Miembros podran
considerar, si lo desean, la oportunidad de introducir medidas internas para afrontar los riesgos asociados a la utilizacion de
cualquiera de ellos para fines que no sean el consumo humano.

Articulo 11.X.12.
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Importacion de animales acuaticos o productos de animales acuaticos destinados a usos distintos del consumo humano incluyendo
la alimentacién de los animales, la investigacion y el uso agricola, industrial o farmacéutico y procedentes de un pais, una zona o un
compartimento no declarados libres de infeccion por [Patégeno X]

Cuando se importen, para usos distintos del consumo humano incluyendo la alimentacidn de los animales, la investigacion y el uso
agricola, industrial o farmacéutico, animales acudticos de una de las especies mencionadas en el Articulo 11.X.2., o productos de
animales acudticos derivados de dichas especias, animales acuaticos de una de las especies mencionadas en el Articulo 9.2.2.
procedentes de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccion por [Patégeno X], la autoridad competente
del pais importador exigira que:

1) los animales acudticos o productos de animales acudticos sean entregados directamente a instalaciones de cuarentena y
mantenidos en las mismas hasta su procesamiento en uno de los productos mencionados en el punto 1 del Articulo 11.X.3. 0
en otros productos autorizados por la autoridad competente, y

2) el tratamiento de toda el agua (incluido el hielo), de los equipos, contenedores y material de embalaje utilizados para eI

transporte y-el-tratamiento-de-tedeslos—efluentesy-despejes a fin de garantizaree la inactivaciéon de [Patégeno X]_o la
eliminacién biosegura de acuerdo con los Capitulos 4.4.,¥4.8.,y5.5.; ¥

Articulo 11.X.13.
[Nota: este es nuevo articulo que se armoniza con otros capitulos especificos de enfermedad del Codigo Acudtico.]

Importacion _de animales acudticos destinados al uso en laboratorios y zooldgicos procedentes de un pais, una zona o un
compartimento no declarados libres de infeccidén por [patédgeno X

Cuando se importen, para uso en laboratorios o zooldgicos, animales acudticos de una de las especies mencionadas en el Articulo
11.X.2. procedentes de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de [Patégeno X], la autoridad competente del

pais importador debera garantizar:

entrega directa de la remesa a instalaciones de cuarentena autorizadas por la autoridad competente y mantenimiento en las
mismas;

=

I~

tratamiento de toda el agua (incluido el hielo), de los equipos, contenedores y material de embalaje utilizados para el
transporte de—mede—gue garantizace—la inactivacién de [Patégeno X] o la eliminacidén biosegura de acuerdo con los
Capitulos 4.4.,4.8.y5.5., vy

tratamiento _de todos los efluentes y despojos provenientes de las instalaciones de cuarentena en los laboratorios o

zooldgicos, de modo que garantice la inactivacion de [Patégeno X] o la eliminacién biosegura de acuerdo con los
Capitulos 4.4.y4.8.,y

3

=

eliminacidn de los animales muertos de acuerdo con el Capitulo 4.8.

Articulo 11.X.3314.

Importacion {fo transito por el territorio}, para venta directa al por menor para el consumo humano, de animales—aecudticos—y
productos de animales acuaticos i ndependlentemente del estatus sanitario deI pais, la zona o el compartlmento de exportaaon con
respecto a la infeccién por [Patégeno X i

1) Independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la infeccion por
Patégeno X], las autoridades competentes no deberan exigir ningun tipo de condicidn relacionada con fa—irfeccién—por
Patégeno X] cuando autoricen la importacién (o el transito por su territorio) de fas los siguientes mereaneias productos de

animales acudticos que han sido elaboradaos y envasadaos para la venta directa al por menor y retnen las condiciones
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descritas en el Articulo5.4.2.

a) [...]

Se han establecido algunos supuestos a la hora de evaluar la seguridad sanitaria de los productos de animales acudticos
enumerados mas arriba. Los Paises Miembros deberdn referirse a tales supuestos, que figuran en el Articulo 5.4.2., y analizar
si se aplican a sus condiciones.

En lo que se refiere a estos productos de animales acudticos, los Paises Miembros podran considerar, si lo desean, la
oportunidad de introducir medidas internas para afrontar los riesgos asociados la utilizacién de cualquiera de ellos para fines
que no sean el consumo humano.

2)  Cuando se importen animales-acugticesy productos de animales acudticos, aparte de los enumerados en el apartado 1 arriba,
derivados de una de las especies mencionadas en el Articulo 11.X.2. de un pais, una zona o un compartimento no declarados
libres de infeccidn por [Patdgeno X], la autoridad competente del pais importador deberd evaluar el riesgo y aplicar medidas

de mitigacidn del riesgo apropiadas-para+reducirlo.
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Anexo 13. item 8.1. — Definiciones del Glosario: “Servicios de Sanidad de los Animales Acuaticos”, “autoridad

competente” y “autoridad veterinaria”

Articulo

Numero de
pagina del
Caédigo
Acuatico

Uso

Guia del

usuario: C.8.

vii

5) Las normas de los capitulos del Titulo 3 tratan del establecimiento, de la
conservacion y de la evaluacién de los Servicios de Sanidad de los Servicios de Sanidad de
los Animales Acuaticos y los Animales Acuaticos, incluida la comunicacién. Esas normas
pretenden ayudar a las autoridades competentes de los Paises Miembros a cumplir sus
objetivos de mejora de la sanidad de los animales acudticos y del bienestar de los peces de
cultivo, y a crear y mantener la confianza en sus certificados sanitarios internacionales

aplicables a los animales acuaticos.

Guia del

usuario: C.8.

8) Certificados sanitarios internacionales para los animales acuaticos

Un certificado sanitario internacional aplicable a los animales acuaticos es un documento
oficial que la autoridad competente del pais exportador expide de acuerdo con lo
dispuesto en los Capitulos 5.1. y 5.2. Los certificados enumeran los requisitos de sanidad
de los animales acuaticos que reune la mercancia exportada. La calidad de los Servicios
Veterinarios-o-tos Servicios de Sanidad de los Animales Acuaticos del pais exportador es
esencial para ofrecer garantias a los socios comerciales de la seguridad sanitaria de las
mercancias de animales acudticos exportadas. Esto incluye los principios éticos de les
Servicios-de-Sanidad-dedosAnimales-Aecudticos |la autoridad competente relevante en
cuanto a la expedicidn de certificados sanitarios internacionales y sus los antecedentes de
la autoridad veterinaria en el cumplimiento de sus obligaciones de notificacidn.

Glosario

Xiv

NOTIFICACION
designa el procedimiento por el que:
a. la eutoridad-competente autoridad veterinaria comunica a la Sede,
b. la Sede comunica a las-awteridadescempetentes la autoridad veterinaria de los

Paises Miembros
la aparicion de una enfermedad, segun lo dispuesto en el Capitulo 1.1.

1.1.1.

A efectos del Cddigo Acudtico y de conformidad con los Articulos 5,9 y 10 de los
Estatutos orgdnicos de la OMSA, todos los Paises Miembros reconocen a la Sede el
derecho de comunicarse directamente con la euteridad-competente autoridad
veterinaria de su o sus territorios.

Cualquier notificacion o informacidn enviada por la OMSA a una guwteridad-competente
autoridad veterinaria se considerara enviada al Estado al que ésta pertenece y cualquier
notificacién o informacidn enviada a la OMSA por una guwteridad-competente autoridad
veterinaria se considerara enviada por el Estado al que ésta pertenece.

1.1.3.
parrafo 1

La euteridad-competente autoridad veterinaria, bajo la responsabilidad del Delegado,
debera enviar a la Sede:

1.1.4.
parrafo 1

La euteridad-competente autoridad veterinaria, bajo la responsabilidad del Delegado,
debera enviar a la Sede:

1.1.5.
punto 1

La ewteridad-competente gutoridad veterinaria de un pais en el que esta ubicada una zona
infectada o un compartimento infectado avisara a la Sede tan pronto como dicho pais,
zona o compartimento quede libre de la enfermedad.

1.1.5.
punto 3

La autoridad-competente autoridad veterinaria de un Pais Miembro que establezca una o
varias zonas libres o un o varios compartimentos libres debera notificarlo a la Sede
facilitando los datos necesarios, entre los cuales deberan figurar los criterios sobre los
que se basa el establecimiento del estatus libre y las condiciones para mantenerlo e
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indicando con claridad la ubicacion de las zonas o los compartimentos en un mapa del
territorio del Pais Miembro.

Articulo 3.1.2. 32 LosServicios-de-Sanidad-delos-AnimalesAcudticos Las autoridades competentes deberan
punto 7 definir y documentar las responsabilidades y la estructura (en particular el orden
parrafo 3 jerarquico) de la organizacidn encargada de la expedicion de certificados sanitarios
internacionales aplicables a los animales acudticos.
Articulo 3.1.2. 33 10. Informacién, reclamaciones y recursos
punto 10 LosServicios-de-Sanidad-detos-AnimalesAcudticos La autoridad competente relevante
deberdn comprometerse a atender todas las peticiones de los-Servicios-de-Sanidad-detos
Animeales-Acugticos de la autoridad competente de los demas Paises Miembros e-de
cualguierotraautoridad, en especial encargandose de cursar oportunamente las
peticiones de informacidn, las reclamaciones o los recursos que éstos presenten.
Se llevara un registro de todas las reclamaciones y recursos presentados, asi como del
curso dado a los mismos por les-Servicios-de-Sanidad-detos-AnimatesAcudticos-la
autoridad competente.
Articulo 3.1.5. 34 El experto o los expertos facilita(n) la evaluacién de los Servicios de Sanidad de los
parrafo 4 Animales Acudticos del Pais Miembro aplicando la Herramienta de la OMSA para la
Evaluacion de las Prestaciones de tos-ServiciosVeterinariosyfo los Servicios de Sanidad de
los Animales Acudticos (Herramienta PVS de la OMSA: Animales acuaticos).
El experto o los expertos redacta(n) un informe en colaboracién con los Servicios de
Sanidad de los Animales Acudticos del Pais Miembro.
Articulo 3.2.1. 35 El reconocimiento y la incorporacion de la comunicacidon como disciplina de los Servicios
parrafo 2 de Sanidad de los Animales Acudticos resultan capitales para su funcionamiento. La
combinacidn de la pericia en materia de sanidad de animales acudticos y de
comunicacién es esencial para garantizar una comunicacion eficaz. La-cemunicacién
4.2.3. 50 1) Laextensidn de una zona sera determinada por el-Servicio-de-Sanidad-delosAnimales
punto 1 Aeuégticos |la autoridad competente basandose en la definicidn vigente de zona y serd
publicada por via oficial.
4.2.3. 50 3) Los factores que definen un compartimento serdn determinados por elServicio-de
punto 3 Sanidad-delosAnimales-Acudticos la autoridad competente basdndose en criterios
pertinentes, como los métodos de gestion y explotacion relacionados con la
bioseguridad, y seran publicados por via oficial.
4.2.3. 50 6) Elplan de bioseguridad de un compartimento deberd describir la colaboracién entre
punto 6 laindustria o empresa pertinente y el-Servicio-de-Sanidad-detosAnimeatesAcudticos la
autoridad competente, asi como sus responsabilidades respectivas y los
procedimientos para la supervisién del funcionamiento del compartimento por et
Servicio-de-Sanidad-delosAnimales-Acudtices la autoridad competente.
5.3.4. 85 a) infraestructura: incluye la base legislativa (leyes sobre sanidad de los animales
punto 2 a) acudticos, por ejemplo) y los sistemas administrativos (organizacion de los Servicios
Veterinarios y de les Servicios-de-Sanidad-delosAnimales-Acuéticos |la autoridad
competente por ejemplo);
5.3.7. 88 i) una evaluacion de los ServiciesMeterinarieso Servicios de Sanidad de los Animales
punto 1d)i) Acudticos del pais exportador;
5.3.7. 88 ii) una evaluacion de los Servicios-\teterinaries-e Servicios de Sanidad de los Animales
punto 2 e) i) Acudticos del pais exportador;
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Anexo 14. item 8.2. — Articulo 1.1.5. del Capitulo 1.1. Notificacion de enfermedades y aportacion de datos
epidemioldgicos

CAPITULO 1.1.

NOTIFICACION DE ENFERMEDADES Y APORTACION DE
DATOS EPIDEMIOLOGICOS

Articulo 1.1.65.

1)  Aunque los Paises Miembros sélo tendran la obligacién de notificar las enfermedades de la lista de la OMSA y las enfermedades
emergentes, se les alienta a brindar a la OMSA informacion zoosanitaria significativa sobre los animales acudticos.

2)  La Sede debera comunicar a las autoridades competentes por correo electrdonico o a través de la interfaz de WAHIS todas las
notificaciones recibidas en aplicacién de los Articulos 1.1.2. a 1.1.54., asi como cualquier otra informacién pertinente.

[...]
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Anexo 15. item 8.3. — Articulo del Capitulo 1.3. Enfermedades de la lista de la OMSA — Inclusion de las especies
de virus de la necrosis infecciosa del bazo y del rifion

CAPiTULO 1.3.

ENFERMEDADES DE LA LISTA DE LA OMSA

(-]

Articulo 1.3.1.
Estan incluidas en la lista de la OMSA las siguientes enfermedades de los peces:
- Infeccion por Aphanomyces invadans (Sindrome ulcerante epizodtico)
- Infeccidn por el alfavirus de los salmoénidos
- Infeccién por el todos los genogrupos de la especie virus de la necrosis infecciosa del bazo y del rifion
- Infeccion por el herpesvirosis de la carpa koi
_ fceid e .
- Infeccidn por el virus de la necrosis hematopoyética epizodtica
- Infeccidn por el virus de la necrosis hematopoyética infecciosa
- Infeccion por el virus de la septicemia hemorragica viral
- Infeccidn por el virus de la septicemia hemorragica viral
- Infeccion por el virus de la tilapia del lago
- Infeccidn por Gyrodactylus salaris

- Infeccidn por las variantes con supresion en la HPR y HPRO del virus de la anemia infecciosa del salmon.
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Anexo 16. item 8.3. — Evaluacidn de la infeccion por el todos los genogrupos de la especie de virus de la
necrosis infecciosa del bazo y del rifion (ISKNV) para inclusion en la lista de enfermedades
del Codigo sanitario para los animales acuéaticos

EVALUACION DE LA INFECCION POR EL TODOS LOS GENOGRUPOS DE LA ESPECIE DE VIRUS
“VIRUS DE LA NECROSIS INFECCIOSA DEL BAZO Y DEL RINON” (ISKNV)
PARA INCLUSION EN LA LISTA DE ENFERMEDADES
DEL CODIGO SANITARIO PARA LOS ANIMALES ACUATICOS

Resumen de la evaluacién

La Comision de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos evalud la especie del virus de la necrosis infecciosa
del bazo y del rifién, incluidos sus tres genogrupos, el iridovirus de la dorada japonesa (RSIV), el virus de la necrosis
infecciosa del bazo y del rifion (ISKNV) y el iridovirus del cuerpo rojizo del rodaballo (TRBIV), en funcién de los
criterios de inscripcién en la lista de enfermedades de los animales acuaticos del Articulo 1.2.2. del Cédigo Acuatico.

La Comision para los Animales Acuaticos acordd que el genogrupo del iridovirus de la dorada japonesa (RSIV)
(actualmente incluido en el Cédigo Acuatico), asi como los dos genogrupos ISKNV y TRBIV cumplen los criterios de
inclusion en la lista 1, 2, 3 y 4b (ver Tabla 1).

La Comision para los Animales Acuaticos observé que los tres genogrupos poseen especies susceptibles que se
superponen, una epidemiologia y métodos de diagndstico similares. La Comision acordd que la enfermedad de la
lista propuesta debia denominarse "infeccidon por el todos los genogrupos de la especie de virus de la necrosis
infecciosa del bazo y del rifion (ISKNV)". La infeccion por el todos los genogrupos de la especie de virus de la
necrosis infecciosa del bazo y del rifidn debera definirse para incluir los genogrupos ISKNV, RSIV y TRBIV, pero
excluir las otras especies reconocidas de Megalocytivirus, el virus que provoca la caida de escamas o descamacion.

los genogrupos de la
especie de virus de la
necrosis infecciosa del
bazo y del rifidn

Criterio de la lista Conclusién
1 2 3 4a 4b 4c
Infeccion por el todos | + + + NA + - La enfermedad cumple con los

criterios de inclusién en la lista

NA = no se aplica.

Criterio de inclusién en la lista (Capitulo 1.2. del C6digo Acuatico)

Los criterios para incluir una enfermedad en la lista de la OMSA son los siguientes:

1.

Es probable la propagacion internacional del agente patéogeno (a través de animales acuaticos, sus productos,
vectores o fomites).

Al menos un pais puede demostrar en el pais o0 en una zona la ausencia de enfermedad en animales acuaticos
susceptibles, basandose en las disposiciones del Capitulo 1.4.

Se dispone de una definicion de caso precisa y existen métodos de deteccién y diagnostico fiables.
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4a. Se ha demostrado la transmisidon natural de la enfermedad al ser humano y la infeccion humana se asocia con
consecuencias graves.

0]

4b. Se ha demostrado que la enfermedad afecta la sanidad de los animales acuéticos de cultivo a nivel de un pais o una
zona lo que conlleva consecuencias significativas, por ejemplo, pérdidas de produccion, morbilidad o mortalidad.

O

4c. Se ha demostrado o las pruebas cientificas indican que la enfermedad puede afectar la sanidad de los animales
acuaticos silvestres lo que conlleva consecuencias significativas, por ejemplo, morbilidad o mortalidad a nivel de la
poblacién, productividad reducida o impactos ecolégicos.

Contexto

El Megalocytivirus es uno de los siete géneros de la familia Iridoviridae y se clasifica dentro de la subfamilia
Alphairidovirinae junto con los géneros Ranavirus y Lymphocystivirus (Chinchar et al., 2017; Chinchar et al., 2020). Los
megalocytivirus se distinguen de los ranavirus y los linfocistivirus por su capacidad de provocar una ampliacion celular
marcada en los tejidos infectados y por el andlisis de la secuencia de genes virales clave (Chinchar et al., 2017). Los
megalocytivirus son los agentes etioldgicos de enfermedades graves asociadas a una elevada mortalidad en una serie de
especies de peces con aletas de agua dulce y marina (Kurita y Nakajima, 2012, Hick et al., 2016).

El ICTV reconoce dos especies de Megalocytivirus: El virus de la necrosis infecciosa del bazo y del rifion (ISKNV) y el
virus de la enfermedad de la caida de escamas (SDDV) (Chinchar et al.,, 2017). El SDDV es genética y
epidemiolégicamente distinto de la especie ISKNV y no se tienen en cuenta en esta evaluacion.

Dentro de la especie ISKNV, se reconocieron tres genogrupos: ISKNV, RSIV y TRBIV (Song et al., 2008). Sin embargo,
gueda por resolver si estos genogrupos representan especies distintas o cepas de una sola especie (Chinchar et al.,
2017). Los megalocytivirus recibieron numerosos nombres Unicos en funcion de las especies en las que se detectaron;
sin embargo, todas las variantes de la especie ISKNV con los genomas analizados se sitlan dentro de los tres
genogrupos: ISKNV, RSIV y TRBIV (Chinchar et al., 2017).

El nombre “ISKNV” se utiliza para una de las dos especies reconocidas de Megalocytivirus y también para uno de los tres
genogrupos en la especie “ISKNV”. En este documento, "genogrupo ISKNV" designa al genogrupo del virus de la necrosis
infecciosa del bazo y del rifidn (ISKNV) y “especie ISKNV” se utiliza cuando se refiere solo a la especie del virus de la
necrosis infecciosa del bazo y del rifién (ISKNV).

La infeccién por el iridovirus de la dorada japonesa (RSIV) fue incluido por primera vez por la OMSA en el Cédigo Sanitario
para los Animales Acuaticos * de 2003 y sigue figurando en el Codigo Acuético de 2022. La enfermedad causada por el
RSIV se detect6 por primera vez en besugos de acuicultura (Pagrus major) en Japén en 1990 (Inouye et al., 1992). El
iridovirus de la dorada japonesa se detecto principalmente en peces marinos. Las especies que actualmente figuran en la
lista de especies susceptibles de ser infectadas por el iridovirus de la dorada japonesa en el Codigo Acuético 2 de la OMSA
son: el besugo (Pagrus major), la seriola (Seriola quinqueradiata), la serviola (Seriola dumerili), la lubina (Lateolabrax sp. ),
la lubina asiatica (Lates calcarifer), el atin blanco (Thunnus thynnus), el pez loro japonés (Oplegnathus fasciatus), el jurel
rayado (Caranx delicatissimus), el pez mandarin (Siniperca chuatsi), el corvindn rojo (Sciaenops ocellatus), el salmonete
(Mugil cephalus) y los meros (Epinephelus spp.).

El genogrupo ISKNV no figura actualmente en el Codigo Acuatico. Desde finales de los afios 1980 y 1990 en especies de
peces de agua dulce se notificaron viriones morfolégicamente compatibles con los iridovirus y que presentan células
ampliadas con cuerpos de inclusion compatibles con los megalocytivirus (por ejemplo, Armstrong y Ferguson, 1989;
Anderson et al., 1993). El genogrupo ISKNV se detecté en muestras de peces ornamentales de archivo desde 1996 (Go
et al., 2006; Go et al., 2016, Becker et al., 2022). La necrosis infecciosa del bazo y del rifién se describié en peces
mandarin (Siniperca chuatsi; He et al., 2000; He et al., 2002) y en 2001 se analiz6 el genoma del ISKNV y se encontré
gue era genéticamente similar al RSIV (He et al., 2001). El genogrupo del ISKNV se detecté en numerosas especies de

1 El iridovirus de la dorada japonesa (RSIV) se incluyé en el Cadigo Acuatico antes de 2003 como “otra enfermedad
significativa”.

2. Vale aclarar que las especies consideradas susceptibles a la infeccion por el iridovirus de la dorada japonesa (RSIV),
de acuerdo con el Capitulo 1.5. del Cédigo Acuético no se han revisado en base a las recomendaciones del grupo ad hoc.
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peces de agua dulce, incluidas algunas asociadas al comercio de peces ornamentales (ver revision de Johan y Zainathan,
2020; Becker et al., 2022).). Este genogrupo se observé en numerosas especies de peces ornamentales objeto de
comercio internacional (ver Rimmer et al., 2015). El genogrupo del ISKNV también se notific6 como causa de mortalidad
masiva en especies importantes para el consumo humano (por ejemplo, Subramaniam et al., 2016; Ramirez-Paredes et
al., 2020; Fusianto et al., 2021).

El genogrupo del TRBIV no figura actualmente en el Cédigo Acuatico. El TRBIV fue descrito por primera vez como
causante de enfermedades en el rodaballo, Scophthalmus maximus (Shi et al., 2004). El TRBIV causa principalmente
enfermedades en peces planos en China y Corea (por ejemplo, Shi et al., 2004; Do et al., 2005), pero también se observé
en otras especies, incluso en el comercio de peces ornamentales (Go et al., 2016; Koda et al., 2018). El TRBIV causo la
enfermedad en otras especies de peces de cultivo de importancia econdémica, como la perca marina asiatica (Lates
calcarifer) (Tsai et al., 2020) y la cuchilla barrada (Oplegnathus fasciatus) (Huang et al., 2011).

La Comision para los Animales Acuaticos propuso previamente un enfoque para diferenciar las cepas de patégenos
(consulte los informes de las reuniones de febrero y octubre de 2011 de la Comision). Se consideraron tres criterios
principales para la aplicabilidad de la diferenciacion de cepas patégenas en las normas del Cédigo Acuatico y del Manual
Acuatico: 1) las variantes del patdgeno estan claramente reconocidas en la literatura cientifica y tienen diferentes
caracteristicas de la enfermedad; 2) existen métodos robustos para diferenciar las variantes de forma consistente; y 3)
existe, 0 existe la posibilidad de que exista, una gestion diferente de las variantes en o entre paises. En el caso de la
especie ISKNV, el RSIV se incluyd en la lista antes de la investigacion que definié los 3 genogrupos dentro de la especie
ISKNV, y sus relaciones genéticas y epidemiolégicas. Dado que la infeccion por el RSIV se incluy6 en la lista, pero no los
genogrupos de ISKNV y TRBIV, esta evaluacion presenta informacion para cada uno de estos tres genogrupos, a pesar
de que los tres genogrupos se propusieron para su inclusion en la lista de forma colectiva junta como la especie ISKNV.

Evaluacion con respecto a los criterios de inclusion en la lista

Criterio No. 1. Es probable la propagacién internacional del agente patégeno (a través de animales acuaticos, sus
productos, vectores o fomites).

Evaluacién

La especie ISKNV puede transmitirse horizontalmente a través del agua y se sabe que permanece viable en los tejidos
congelados del huésped. Se espera que la probabilidad de transmision sea mayor en el comercio de peces vivos, pero
también es posible en productos de animales acuaticos, especialmente si no estan eviscerados.

Numerosas especies marinas y de agua dulce son susceptibles al ISKNV y son objeto de comercio internacional, ya sea
como animales acuaticos vivos (para consumo humano, acuicultura o con fines ornamentales) o como productos de
animales acuaticos.

Por su parte, el iridovirus de la dorada japonesa se detectd en varios paises de Asia, donde se asoci a la enfermedad
en especies de peces marinos de cultivo (Kurita y Nakajima, 2012). Algunas especies susceptibles se comercializan vivas
para el consumo humano (por ejemplo, el besugo y los meros), otras se comercializan como productos de animales
acuaticos.

El genogrupo del ISKNV se observé en numerosas especies comercializadas como peces ornamentales y el comercio de
peces ornamentales esta implicado en la propagacion y los brotes de la enfermedad (por ejemplo, Jeong et al., 2008;
Johan & Zainathan, 2020). Los peces ornamentales infectados a veces no presentan signos clinicos (por ejemplo,
Subramaniam et al., 2014; Rimmer et al., 2015) y, como tales, pueden actuar como portadores del virus. El genogrupo
del ISKNV también se detect6 en importantes especies de cultivo para el consumo humano que se comercializan a escala
internacional, como la tilapia (Ramirez-Paredes et al., 2020). Igualmente, el genogrupo del ISKNV se detect6 en peces
no procesados utilizados para la alimentacion de la acuicultura (Lajimin et al., 2015), es decir, el pescado comercializado
para la alimentacion o el cebo de la acuicultura puede presentar una via de transmision. Se demostro la transmision de
especies de peces de agua dulce a especies de peces marinos por inoculacién directa y cohabitacion (Jeong et al., 2008b;
Go & Whittington, 2019).

El TRBIV est4 presente en varias especies importantes en el comercio internacional (por ejemplo, el rodaballo, la platija
y la lubina asiatica), incluyendo el comercio de animales vivos o como productos de animales acuaticos. El analisis
filogenético indica la existencia de una reciente propagacion internacional del TRBIV (Tsai et al., 2020).

Informe de la reunion de la Comisién de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos / Febrero de 2023

92


https://www.woah.org/fileadmin/Home/esp/Internationa_Standard_Setting/docs/pdf/Aquatic%20Commission/E_AAC_Feb_2011.pdf
https://www.woah.org/fileadmin/Home/esp/Internationa_Standard_Setting/docs/pdf/E_AAC_October_2011.pdf

Se detectaron variantes de la especie ISKNV en numerosas especies marinas y de agua dulce que se comercializan a
escala internacional. Cada uno de los tres genogrupos se ha detectado en productos comercializados y existen pruebas
de la propagacion internacional asociada con el comercio.

Conclusion
Se cumple el criterio.

Criterio No. 2. Al menos un pais puede demostrar en el pais 0 en una zona la ausencia de enfermedad en animales
acuaticos susceptibles, basandose en las disposiciones del Capitulo 1.4.

Evaluacién

La infeccion por RSIV se puede notificar a la OMSA desde 2003. Varios paises siguen informando de que nunca se notificd
el RSIV en su territorio (ver el Sistema Mundial de Informacion Zoosanitaria de la OMSA) y es probable que algunos de
ellos puedan demostrar que estan libres de enfermedad.

Se notificé la presencia del genogrupo del ISKNV en numerosas especies de peces comercializados a través del comercio
de peces ornamentales y es probable que este genogrupo se propague a través de las cadenas de suministro de peces
ornamentales. Sin embargo, algunos paises mantienen medidas basicas de bioseguridad para el genogrupo del ISKNV y
pueden demostrar que estan libres de enfermedad. Ademas, las pruebas de PCR utilizadas en la vigilancia del RSIV
también detectarian el genogrupo del ISKNV, proporcionando pruebas de la ausencia del genogrupo del ISKNV.

El TRBIV se ha detectado principalmente en peces planos de cultivo de China y Corea, pero también en peces
ornamentales y en lubinas asiaticas de cultivo. Las pruebas PCR recomendadas en el capitulo del Manual Acuético de la
OMSA para el RSIV pueden no incluir el TRBIV, lo que da lugar a una menor confianza en la distribucién del TRBIV. Sin
embargo, dado que el TRBIV demostré su patogenicidad en poblaciones de cultivo de varias especies, es probable que
se detecte en esas especies. Aunque no es segura la distribucién del TRBIV, es probable que al menos un pais pueda
declararse libre a nivel de pais o de zona.

Conclusion

Se cumple el criterio.

Criterio No. 3. Se dispone de una definicién de caso precisa y existen métodos de deteccion y diagndstico fiables
Evaluacion

Las definiciones de caso para la sospecha y la confirmacion de la infeccion por RSIV estan disponibles en el Manual
Acuético de la OMSA. Dado que algunas de las pruebas PCR para RSIV (y algunos otros métodos, por ejemplo, la
histopatologia), incluyen el genogrupo del ISKNV, las definiciones de caso podian adaptarse facilmente para incluir el
genogrupo del ISKNV. Kawato et al. (2021) compararon el rendimiento analitico de cuatro métodos de PCR en tiempo
real para la deteccidon de Megalocytivirus (excluyendo el SDDV) y encontraron que tres de los cuatro ensayos detectaron
los genogrupos ISKNV, RSIV y TRBIV. Kim et al. (2022) informaron sobre el rendimiento de un ensayo de PCR en tiempo
real con inclusion de los genogrupos RSIV, ISKNV y TRBIV. Existen suficientes herramientas de diagndstico disponibles
para detectar la especie ISKNV y para construir definiciones de casos que incluyan los tres genogrupos.

Conclusién
Se cumple el criterio.

Criterio No. 4a Se ha demostrado la transmisién natural de la enfermedad al ser humano y la infeccién humana se asocia
con consecuencias graves.

Evaluacién
No existe evidencias de la transmisién a los seres humanos.

Conclusién
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No se aplica el criterio.

Criterio No. 4b Se ha demostrado que la enfermedad afecta la sanidad de los animales acuaticos de cultivo a nivel de un
pais o una zona lo que conlleva consecuencias significativas, por ejemplo, pérdidas de produccién, morbilidad o
mortalidad.

Evaluacién

El RSIV ha causado mortalidades masivas en poblaciones de peces cultivados. La enfermedad se detect6 por primera
vez en el besugo en Japon y los peces afectados se volvieron letargicos y mostraron signos de anemia grave, petequias
en las branquias y agrandamiento del bazo (Inouye et al., 1992; Jung et al., 1997; Nakajima y Maeno, 1998). Se tomé
nota de que el RSIV causa pérdidas de produccién, morbilidad y mortalidad en muchas otras especies (por ejemplo, Chao
et al., 2004; Chen et al., 2003; Girisha et al., 2020; Ni et al., 2021; Sumithra et al., 2022).

El genogrupo del ISKNV se asoci6é a numerosos casos de enfermedad en peces ornamentales (ver la revision de Johan
& Zainathan, 2020; Becker et al., 2022). También se vinculé con altas mortalidades en importantes especies cultivadas
para el consumo humano; por ejemplo, en la lubina asiatica (Dong et al., 2017; Kerddee et al., 2021), la tilapia (por ejemplo,
Figueiredo et al., 2021; Ramirez-Paredes et al., 2021) y los meros (por ejemplo, Chao et al., 2004; Huang et al., 2020;
Fusianto et al., 2021).

El TRBIV ha producido enfermedad y una alta mortalidad en la acuicultura del rodaballo en China (por ejemplo, Shi et al.,
2010). Se observaron mortalidades de hasta el 90 % en granjas de lubina asiatica en Taiwan (Tsai et al., 2020).

Conclusion

Se cumple el criterio.

Criterio No. 4c Se ha demostrado o las pruebas cientificas indican que la enfermedad puede afectar la sanidad de los
animales acuaticos silvestres lo que conlleva consecuencias significativas, por ejemplo, morbilidad o mortalidad a nivel
de la poblacién, productividad reducida o impactos ecolégicos.

Evaluacion

Existe poca informacion sobre la aparicion de los genogrupos RSIV, ISKNV o TRBIV en poblaciones de peces silvestres
y sus consecuencias, como la morbilidad, la mortalidad o el impacto ecolégico. Se ha indicado que el genogrupo del
ISKNV fue la causa de un evento de mortalidad masiva en una poblacion de ciclidos silvestres en la India (Swaminathan
et al., 2022), y también se ha detectado en muchos peces silvestres aparentemente sanos de diversas especies (Wang
et al., 2007).

Conclusion

El criterio no se cumple.
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Anexo 17. item 8.4.1. — Articulos 8.X.3. for Amphibian disease-specific chapters

(VERSION CON SEGUIMIENTO DE CAMBIOS)

CAPITULO 8.1.

INFECCION POR BATRACHOCHYTRIUM DENDROBATIDIS
[.]

Articulo 8.1.3.

Medidas para la itmportacién o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccién
por B. dendrobatidis

b Los siaﬂientes Droductos de animales acuéticos enumerados a continuacién se han evaluado y cumolen con los

1) productos de animales acuéticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar

una temperatura interna de al menos 60°C durante por lo menos cinco minutos, o un tiempo/temperatura
ivalen inactive B. dendr idis;
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(VERSION EN LIMPIO)

CAPiTULO 8.1.

INFECCION POR BATRACHOCHYTRIUM DENDROBATIDIS

Articulo 8.1.3.

Medidas para la importacién o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccién
por B. dendrobatidis

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacién se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad
aplicables a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacidn o el transito por su territorio
de estos productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada
con B. dendrobatidis, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la
infeccion por B. dendrobatidis:

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 60°C durante por lo menos cinco minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive

B. dendrobatidis;

2)  cueros elaborados con piel de anfibio.
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(VERSION CON SEGUIMIENTO DE CAMBIOS)

CAPIiTULO 8.2

INFECCION POR BATRACHOCHYTRIUM
SALAMANDRIVORANS

[...]
Articulo 8.2.3.

Medidas para la importacion o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacién con respecto a la infeccién
por B. salamandrivorans

H Los %’ i Qroductos de animales acuéticos enumerados a continuacién se han evaluado y cumglen con los

autoncen la |mgortaC|on o el tran5|to gor su terrltorlo de estos% groductos de anlmales acuatlcos!
Ias autorldades competentes no deberan exigir nlnquna medida sanltarla relamonada con B. salamandrlvorans

nfggggn Qg B salama

1) productos de animales acuéticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para
alcanzar una temperatura interna de al menos 60°C durante por lo menos cinco minutos, 0 a un
tiempo/temperatura equivalente gue inactiva B. salamandrivorans;
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(VERSION EN LIMPIO)

CAPITULO 8.2.

INFECCION POR BATRACHOCHYTRIUM
SALAMANDRIVORANS

[...]
Articulo 8.2.3.

Mesures pour I'importation, ou le transit par le territoire, de produits issus d'animaux aquatiques indépendamment de |'usage auquel
ils sont destinés et du statut sanitaire du pays, de la zone ou du compartiment d'exportation au regard de l'infection a
B. salamandrivorans

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacién se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad
aplicables a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacidn o el transito por su territorio
de estos productos de animales acudticos, |las autoridades competentes no deberdn exigir ninguna medida sanitaria relacionada
con B. salamandrivorans, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto
de la infeccion por B. salamandrivorans:

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 60°C durante por lo menos cinco minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive
B. salamandrivorans;

2)  cueros elaborados con piel de anfibio.
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(VERSION CON SEGUIMIENTO DE CAMBIOS)

CAPIiTULO 8.3.

INFECCION POR LAS ESPECIES DE RANAVIRUS

[...]

Articulo 8.3.3.

Medidas para la importacion o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacién con respecto a la infeccién
por las especies de Ranavirus

3}  Los siguientes productos de animales acudticos enumerados a continuacién se han evaluado y cumplen con los criterios de
gurldad apllcables a este tipo de productos de acuerdo con el Artlculo 5 4.1. mdependmﬂtementedel—estaw&san&aﬂedel

su territorio de estos bt roductos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna
medida sanitaria relacionada con las especies de Ranavirus, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el

omQartlmento de exportamon resgecto de la infeccién por las espeues de Ranawrus demﬁades—de—wm—de—las—espeees

1) productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una

temperatura interna de al menos 6560°C durante por lo menos 30 minutos, o a un tiempo/temperatura equivalente
gue inactivea todas las especies de Ranavirus,
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(VERSION EN LIMPIO)

CAPIiTULO 8.3.

INFECCION POR LAS ESPECIES DE RANAVIRUS

[...]
Articulo 8.3.3.

Medidas para la importacidén o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccion
por las especies de Ranavirus

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacion se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad
aplicables a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacién o el transito por su territorio
de estos productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada
con las especies de Ranavirus, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacién
respecto de la infeccidn por las especies de Ranavirus:

1) productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 60°C durante por lo menos 30 minutos, o a un tiempo/temperatura equivalente que inactiva
todas las especies de Ranavirus.

[...]
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Anexo 18. item 8.4.2.— Articulos 9.X.3. para los capitulos de enfermedades especificas de los crustaceos

CAPITULO 9.3.

INFECCION POR HEPATOBACTER
PENAEI (HEPATOPANCREATITIS NECROTIZANTE)

[...]
Articulo 9.3.3.

Medidas para la importacion o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacién con respecto a la infeccién
por H. penaei

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacién se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad aplicables
a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacidn o el transito por su territorio de estos
productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada con H. penaei,
independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacidn respecto de la infeccidn por H. penaei:

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 6395°C durante por lo menos 38cinco minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que
inactive H. penaei;

2)  harina de crustaceos que se haya sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una temperatura interna
de al menos 6395 C durante por lo menos 38cinco minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive H. penaei;

3)  aceite de crustaceos;

4)  quitina extraida por medios quimicos.
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CAPITULO 9.5.

INFECCION POR EL VIRUS
DE LA MIONECROSIS INFECCIOSA

[...]

Articulo 9.5.3.

Medidas para la importacién o transito por el territorio de productos de animales acudticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccion
por el virus de la mionecrosis infecciosa

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacion se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad aplicables
a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacién o el transito por su territorio de estos
productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada con el virus
de la mionecrosis infecciosa, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto
de la infeccion por el virus de la mionecrosis infecciosa:

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 6875°C durante por lo menos 68cinco minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que

inactive el virus de la mionecrosis infecciosa;

2)  harina de crustaceos que se haya sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una temperatura interna
de al menos 6875°C durante por lo menos 66cinco minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive el virus de la
mionecrosis infecciosa;

3)  aceite de crustaceos;

4)  quitina extraida por medios quimicos.
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CAPITULO 9.6.

INFECCION POR EL NODAVIRUS MACROBRACHIUM
ROSENBERGII (ENFERMEDAD DE LA COLA BLANCA)

[...]
Articulo 9.6.3.

Medidas para la importacién o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccién
por MrNV

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacion se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad aplicables
a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacién o el transito por su territorio de estos
productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada con MrNV,
independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacidn respecto de la infeccién por MrNV:

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 6850°C durante por lo menos 68cinco minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que
inactive el MrNV;

2)  harina de crustaceos que se haya sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una temperatura interna
de al menos 6850°C durante por lo menos 68cinco minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive el MrNV;

3)  aceite de crustaceos;

4)  quitina extraida por medios quimicos.
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CAPITULO 9.7.

INFECCION POR EL VIRUS DEL SINDROME DE TAURA

[...]

Articulo 9.7.3.

Medidas para la importacién o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccion
por el virus del sindrome de Taura

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacién se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad aplicables
a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacidn o el transito por su territorio de estos
productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada con el virus
del sindrome de Taura, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la
infeccion por el virus del sindrome de Taura:

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 70°C durante por lo menos-38108 minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que
inactive el virus del sindrome de Taura;

2)  harina de crustaceos que se haya sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una temperatura interna
de al menos 70°C durante por lo menos -36108minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive el virus del
sindrome de Taura;

3)  aceite de crustaceos;

4)  quitina extraida por medios quimicos.
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CAPITULO 9.10.

INFECCION POR EL VIRUS IRIDISCENTE DE LOS
DECAPODOS TIPO 1

[...]

Articulo 9.10.3.

Medidas para la importacién o transito por el territorio de productos de animales acudticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccion
por DIV1

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacion se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad aplicables
a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacién o el transito por su territorio de estos
productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada con DIV1,
independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacidn respecto de la infeccién por DIV1:

1)  {productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 5680°C durante por lo menos 30 minutos, o a una combinacién equivalente de
tiempo/temperatura que inactive DIV1;

2)  harina de crustaceos que se haya sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una temperatura interna
de al menos 5680°C durante por lo menos 30 minutos, o a una combinacién equivalente de tiempo/temperatura que inactive
DIV1;

3)  aceite de crustaceos;

4)  quitina extraida por medios quimicos.Hen-estudie}
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Anexo 19. item 8.4.3. — Articulos 10.X.3. para los capitulos de enfermedades especificas de los peces

CAPITULO 10.1.

INFECCION POR EL VIRUS DE LA NECROSIS
HEMATOPOYETICA EPIZOOTICA

[...]
Articulo 10.1.3.

Medidas para la importacién o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccion
por el virus de la necrosis hematopoyética epizodtica

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacién se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad aplicables
a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacidn o el transito por su territorio de estos
productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada con el virus
de la necrosis hematopoyética epizodtica, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de
exportacion respecto de la infeccion por el virus de la necrosis hematopoyética epizodtica:

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 60°C durante por lo menos 15 minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive
el virus de la necrosis hematopoyética epizodtica;

32) harina de pescado que se haya sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una temperatura interna de
al menos 60°C durante por lo menos 15 minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive el virus de la necrosis
hematopoyética epizodtica;

43) aceite de pescado;

54) cueros elaborados con piel de pescado.
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CAPITULO 10.2.

INFECCION POR APHANOMYCES INVADANS (SINDROME
ULCERANTE EPIZOOTICO)

[...]
Articulo 10.2.3.

Medidas para la importacién o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccion
por A. invadans

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacion se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad aplicables
a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1 Cuando autoricen la importacidn o el transito por su territorio de estos
productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada con A.
invadans, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacién respecto de la infeccidn
por A. invadans:

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 60100°C durante por lo menos eireeun minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que
inactive A. invadans;

32) harina de pescado que se haya sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una temperatura interna de
al menos 66100°C durante por lo menos eiresun minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive A. invadans;

43) aceite de pescado;
54) pescado eviscerado y congelado;

65) filetes o rodajas de pescado congelado.
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CAPITULO 10.3.

INFECCION POR GYRODACTYLUS SALARIS

[...]

Articulo 10.3.3.

Medidas para la importacién o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccion
por G. salaris

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacién se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad aplicables
a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacidn o el transito por su territorio de estos
productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada con G. salaris,
independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la infeccion por G. salaris:

1)  productos de animales acudticos y gue se hayan
sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una temperatura interna de al menos 40°C durante por lo

menos un minuto, o un tiempo/temperatura equivalente gue inactive G. salaris;

2 ; I ; (picos:

32) pescado eviscerado y secado naturalmente (es decir, secado por el sol o el viento);

43) pescado eviscerado y congelado que haya sido sometido a -18°C o a temperaturas mas bajas;

54) filetes o rodajas de pescado congelado que se hayan sometido a -18°C o a temperaturas mas bajas;

65) pescado eviscerado y refrigerado criado en agua de mar con una salinidad de al menos 25 ppt;

76) filetes o rodajas de pescado refrigerado de pescados criados en agua de mar con una salinidad de al menos 25 ppt;
87) productos de pescado refrigerado sin piel, aletas ni branquias;

98) huevas de pescado no viables;

109) aceite de pescado;

4310)harina de pescado;

3211)cueros elaborados con piel de pescado.
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CAPITULO 10.4.

INFECCION POR EL VIRUS DE LA ANEMIA INFECCIOSA DEL
SALMON

[...]

Articulo 10.4.3.

Medidas para la importacién o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccién
por el virus de la anemia infecciosa del salmoén

En este articulo, todas las consideraciones se entenderan hechas a cualquier virus detectable de la anemia infecciosa del salmdn,
incluido el virus de la anemia infecciosa del salmén HPRO.

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacién se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad aplicables
a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacién o el transito por su territorio de estos
productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberdn exigir ninguna medida sanitaria relacionada con el virus
de la anemia infecciosa del salmdn, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacidn
respecto de la infeccion por el virus de la anemia infecciosa del salmén:

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 56°C durante por lo menos cinco minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive
el virus de la anemia infecciosa del salmén;

32) harina de pescado que se haya sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una temperatura interna de
al menos 56°C durante por lo menos cinco minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive el virus de la anemia
infecciosa del salmon;

43) aceite de pescado;

54) cueros elaborados con piel de pescado.
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CAPITULO 10.5.

INFECCION POR EL ALFAVIRUS DE LOS SALMONIDOS

[...]

Articulo 10.5.3.

Medidas para la importacién o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccion
por el alfavirus de los salmoénidos

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacién se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad aplicables
a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacidn o el transito por su territorio de estos
productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada con el
alfavirus de los salmdnidos, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacidn respecto
de la infeccidn por el alfavirus de los salmdnidos:

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 60°C durante por lo menos 60 minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive
el alfavirus de los salmdnidos;

32) harina de pescado que se haya sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una temperatura interna de
al menos 60°C durante por lo menos 60 minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive el alfavirus de los
salménidos;

43) aceite de pescado;
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CAPITULO 10.6.

INFECCION POR EL VIRUS DE LA NECROSIS
HEMATOPOYETICA INFECCIOSA

[...]
Articulo 10.6.3.

Medidas para la importacién o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccion
por el virus de la necrosis hematopoyética infecciosa

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacion se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad aplicables
a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacién o el transito por su territorio de estos
productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada con el virus
de la necrosis hematopoyética infecciosa, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de
exportacion respecto de la infeccion por el virus de la necrosis hematopoyética infecciosa:

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 90°C durante por lo menos 30 segundos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive

el virus de la necrosis hematopoyética infecciosa;

32) harina de pescado que se haya sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una temperatura interna de
al menos 90°C durante por lo menos 30 segundos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive el virus de la necrosis
hematopoyética infecciosa;

43) aceite de pescado;

54) cueros elaborados con piel de pescado.
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CAPITULO 10.7.

INFECCION POR EL HERPESVIRUS DE LA CARPA KOI

[...]
Articulo 10.7.3.

Medidas para la importacién o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccién
por el herpesvirus de la carpa koi

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacién se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad aplicables
a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacidn o el transito por su territorio de estos
productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada con el
herpesvirus de la carpa koi, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto
de la infeccidn por el herpesvirus de la carpa koi:

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 50°C durante por lo menos tresun minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que
inactive el herpesvirus de la carpa koi;

32) harina de pescado que se haya sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una temperatura interna de
al menos 50°C durante por lo menos tresun minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive el herpesvirus de la
carpa koi;

43) aceite de pescado.
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CAPITULO 10.8.

INFECCION POR EL IRIDOVIRUS DE LA DORADA JAPONESA

[...]

Articulo 10.8.3.

Medidas para la importacién o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccion
por el iridovirus de la dorada japonesa

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacién se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad aplicables
a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacién o el transito por su territorio de estos
productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada con el
iridovirus de la dorada japonesa, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion
respecto de la infeccidn por el iridovirus de la dorada japonesa:

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 56°C durante por lo menos 30 minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive
el iridovirus de la dorada japonesa;

32) harina de pescado que se haya sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una temperatura interna de
al menos 56°C durante por lo menos 30 minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive el iridovirus de la dorada
japonesa;

43) aceite de pescado;

54) cueros elaborados con piel de pescado.
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CAPITULO 10.9.

INFECCION POR EL VIRUS DE LA VIREMIA PRIMAVERAL DE
LA CARPA

[...]
Articulo 10.9.3.

Medidas para la importacién o transito por el territorio de productos de animales acudticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccion
por el virus de la viremia primaveral de la carpa

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacion se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad aplicables
a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacién o el transito por su territorio de estos
productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada con el virus
de la viremia primaveral de la carpa, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion
respecto de la infeccion por el virus de la viremia primaveral de la carpa:

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 9960°C durante por lo menos 60 segurgesminutos, o un tiempo/temperatura equivalente
que inactive el virus de la viremia primaveral de la carpa;

32) harina de pescado que se haya sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una temperatura interna de
al menos 9860°C durante por lo menos 60 segurdesminutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive el virus de la
viremia primaveral de la carpa;

43) aceite de pescado.
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CAPITULO 10.10.

INFECCION POR EL VIRUS DE LA SEPTICEMIA
HEMORRAGICA VIRAL

[...]

Articulo 10.10.3.

Medidas para la importacién o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccién
por el virus de la septicemia hemorragica viral

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacion se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad aplicables
a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacién o el transito por su territorio de estos

productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada con el virus
de la septicemia hemorragica viral, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion
respecto de la infeccion por el virus de la septicemia hemorragica viral:

1)

productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos-9960°C durante por lo menos 60 segurgesminutos, o un tiempo/temperatura equivalente
que inactive el virus de la septicemia hemorragica viral;

harina de pescado que se haya sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una temperatura interna de
al menos -9860°C durante por lo menos 60 segurdesminutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive el virus de la
septicemia hemorragica viral;

pescado eviscerado y secado naturalmente (es decir, secado por el sol o el viento);

aceite de pescado;

cueros elaborados con piel de pescado.
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Anexo 20. item 8.4.4. — Articulos 11.X.3. para los capitulos de enfermedades especificas de los moluscos

(VERSION CON SEGUIMIENTO DE CAMBIOS)

CAPITULO 11.1.

INFECCION POR EL HERPESVIRUS DEL ABALON

[...]
Articulo 11.1.3.

Medidas para la itmportacién o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacién con respecto a la infeccién
por el herpesvirus del abalén

Los sigui roductos de animales acudticos enumerados a continuacién se han evaluado y cumplen con los criterios de
egurldad apllcables a este tipo de productos de acuerdo con el Artlculo 5.4.1. MéepeﬂéeMement&éel—estatus—samtaH&del—pm&

mngun—ﬂpe—de—eenéema—m#aerenada—een—H—peneeﬂ—eCuando autoricen Ia |mportaC|on o eI transito por su territorio de estos4es
siguientes productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada
con el herpesvirus del abalén, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion

respecto de la infeccién por el herpeswrus deI abaldén: éeFW&ées—ée—eH%—de—kas—espeaesm%ﬂe&enaéas—a%el—A#ﬂaﬂeﬂA—Z—

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 32350°C durante por lo menos 3cinco minutos o un tiempo/temperatura

equivalente que inactive el herpesvirus del abalén;
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(VERSION EN LIMPIO)

CAPiTULO 11.1.

INFECCION POR EL HERPESVIRUS DEL ABALON

[...]
Articulo 11.1.3.

Medidas para la importacidén o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacién con respecto a la infeccién
por el herpesvirus del abalén

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacion se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad
aplicables a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacidn o el transito por su territorio
de estos productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada
con el herpesvirus del abaldn, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacidén
respecto de la infeccidn por el herpesvirus del abaldn:

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una

temperatura interna de al menos 50°C durante por lo menos cinco minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive
el herpesvirus del abaldn.

[...]
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(VERSION CON SEGUIMIENTO DE CAMBIOS)

CAPIiTULO 11.2.

INFECCION POR BONAMIA EXITIOSA

[...]
Articulo 11.2.3.
Medidas para la importacion o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se

destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacién con respecto a la infeccién
por B. exitiosa

Los sigui roductos de animales acudticos enumerados a continuacién se han evaluado y cumplen con los criterios de
egurldad apllcables a este tlpo de productos de acuerdo con el Artlculo 5.4.1. MéepenéeMement&éel—estatus—samtaﬂ&del—pm&

mngun—ﬂpe—de—eenéema—m#aerenada—een—H—peneeﬂ—eCuando autoricen Ia |mportaC|on o el transito por su territorio de estos4es
siguientes productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada

con B. exitiosa, independientemente del estatus sanltarlo del pals la_ zona o eI compartimento de exportacion respecto de la
infeccion por B. exitiosa: deriv
- .. ., - | . Articulo 541 -

1) productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 100°C durante por lo menos 15 minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive

B.exitiosa;

a}32) carne de ostra congelada-y

b)23) ostras congeladas con media concha.
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(VERSION EN LIMPIO)

CAPIiTULO 11.2.

INFECCION POR BONAMIA EXITIOSA

[...]
Articulo 11.2.3.

Medidas para la importacidén o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccion
por B. exitiosa

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacion se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad
aplicables a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacién o el transito por su territorio
de estos productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada
con B. exitiosa, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacién respecto de la
infeccion por B. exitiosa:

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 100°C durante por lo menos 15 minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive
B.exitiosa;

2)  carne de ostra congelada;

3)  ostras congeladas con media concha.
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(VERSION CON SEGUIMIENTO DE CAMBIOS)

CAPiTULO 11.3.

INFECCION POR BONAMIA OSTREAE

[...]
Articulo 11.3.3.
Medidas para la importacion o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se

destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacién con respecto a la infeccién
por B. ostreae

Los sigui roductos de animales acudticos enumerados a continuacién se han evaluado y cumplen con los criterios de
egurldad apllcables a este tlpo de productos de acuerdo con el Artlculo 5.4.1. MéepenéeMement&éel—estatus—samtaﬂ&del—pm&

mngun—ﬂpe—de—eenéema—m#aerenada—een—H—peneeﬂ—eCuando autoricen Ia |mportaC|on o el transito por su territorio de estos4es
sigdientes productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada

con B. ostreae, independientemente del estatus sanltarlo del pals la_ zona o eI compartimento de exportacion respecto de la

infeccion por B. ostreae: deriv
-~ . . - | . Articulo54-1

1) productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 100°C durante por lo menos 15 minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive

B.ostreae;

a}32) carne de ostra congelada-y

b)23) ostras congeladas con media concha.
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(VERSION EN LIMPIO)

CAPiTULO 11.3.

INFECCION POR BONAMIA OSTREAE

[...]
Articulo 11.3.3.

Medidas para la importacidén o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccion
por B. ostreae

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacion se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad
aplicables a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacidn o el transito por su territorio
de estos productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada
con B. ostreae, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la
infeccion por B. ostreae:

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 100°C durante por lo menos 15 minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive
B.ostreae;

2)  carne de ostra congelada;

3)  ostras congeladas con media concha.
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(VERSION CON SEGUIMIENTO DE CAMBIOS)

CAPiTULO 11.4.

INFECCION POR MARTEILIA REFRINGENS

[...]
Articulo 11.4.3.
Medidas para la importacion o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se

destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacién con respecto a la infeccién
por M. refringens

Los sigui roductos de animales acudticos enumerados a continuacién se han evaluado y cumplen con los criterios de
egurldad apllcables a este tlpo de productos de acuerdo con el Artlculo 5.4.1. MéepenéeMement&éel—estatus—samtaﬂ&del—pm&

mngun—ﬂpe—de—eenéema—m#aerenada—een—H—peneeﬂ—eCuando autoricen Ia |mportaC|on o el transito por su territorio de estos4es
siguientes productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada

con M. refringens, independientemente del estatus sanltarlo del pals la zona o el compartlmento de exportauon respecto de la
infeccion por M. refringens: deriv
- .. . | . . At 541.

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 121°C durante por lo menos 3tres minutos y 36 segundos, o0 un tiempo/temperatura

equivalente que inactive M. refringens.
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(VERSION EN LIMPIO)

CAPiTULO 11.4.

INFECCION POR MARTEILIA REFRINGENS

[...]
Articulo 11.4.3.

Medidas para la importacidén o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccion
por M. refringens

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacion se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad
aplicables a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacién o el transito por su territorio
de estos productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada
con M. refringens, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacidn respecto de la
infeccion por M. refringens:

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 121°C durante por lo menos tres minutos y 36 segundos, o un tiempo/temperatura
equivalente que inactive M. refringens.
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(VERSION CON SEGUIMIENTO DE CAMBIOS)

CAPIiTULO 11.5.

INFECCION POR PERKINSUS MARINUS

[...]
Articulo 11.5.3.
Medidas para la importacion o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se

destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacién con respecto a la infeccién
por P. marinus

Los sigui roductos de animales acudticos enumerados a continuacién se han evaluado y cumplen con los criterios de
egurldad apllcables a este tlpo de productos de acuerdo con el Artlculo 5.4.1. MéepenéeMement&éel—estatus—samtaﬂ&del—pm&

mngun—ﬂpe—de—eenéema—m#aerenada—een—H—peneeﬂ—eCuando autoricen Ia |mportaC|on o el transito por su territorio de estos4es
siguientes productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada

con P. marinus, independientemente del estatus sanltarlo del pals la_zona o eI compartimento de exportacion respecto de la
infeccion por P. marinus: deriv
- .. . . | . Articulo 541 -

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 32160°C durante por lo menos 360 minutos 0 un tiempo/temperatura

equivalente que inactive P. marinus.
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(VERSION EN LIMPIO)

CAPIiTULO 11.5.

INFECCION POR PERKINSUS MARINUS

[...]
Articulo 11.5.3.

Medidas para la importacidén o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccion
por P. marinus

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacion se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad
aplicables a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacidn o el transito por su territorio
de estos productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada
con P. marinus, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacién respecto de la
infeccion por P. marinus:

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una

temperatura interna de al menos 60°C durante por lo menos 60 minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive
P. marinus.

[...]
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(VERSION CON SEGUIMIENTO DE CAMBIOS)

CAPIiTULO 11.6.

INFECCION POR PERKINSUS OLSENI

[...]
Articulo 11.6.3.
Medidas para la importacion o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se

destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccion
por P. olseni

Los sigui roductos de animales acudticos enumerados a continuacién se han evaluado y cumplen con los criterios de
egurldad apllcables a este tlpo de productos de acuerdo con el Artlculo 5.4.1. MéepenéeMement&éel—estatus—samtaﬂ&del—pm&

mngun—ﬂpe—de—eenéema—m#aerenada—een—H—peneeﬂ—eCuando autoricen Ia |mportaC|on o el transito por su territorio de estos4es
siguientes productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada

con P. olseni, |ndepend|entemente del estatus sanltarlo del pais, la zona o el comnartlmento de exportacién respecto de la |nfeCC|on
por P. olseni: v

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 32160°C durante por lo menos 360 minutos 0 un tiempo/temperatura

equivalente que inactive P. olseni.
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(VERSION EN LIMPIO)

CAPIiTULO 11.6.

INFECCION POR PERKINSUS OLSENI

[...]
Articulo 11.6.3.

Medidas para la importacidén o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccion
por P. olseni

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacion se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad
aplicables a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacidn o el transito por su territorio
de estos productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada
con P. olseni, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la infeccion
por P. olseni:

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una

temperatura interna de al menos 60°C durante por lo menos 60 minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que inactive
P. olseni.

[...]
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(VERSION CON SEGUIMIENTO DE CAMBIOS)

CAPIiTULO 11.7.

INFECCION POR XENOHALIOTIS CALIFORNIENSIS

[...]

Articulo 11.7.3.

Medidas para la importacion o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacién con respecto a la infeccién
por X. californiensis

Los sigui roductos de animales acudticos enumerados a continuacién se han evaluado y cumplen con los criterios de
egurldad apllcables a este tlpo de productos de acuerdo con el Artlculo 5.4.1. MéepenéeMement&éel—estatus—samtaﬂ&del—pm&

mngun—ﬂpe—de—eenéema—m#aerenada—een—H—peneeﬂ—eCuando autoricen Ia |mportaC|on o el transito por su territorio de estos4es
siguientes productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada

con X. californiensi, independientemente del estatus sanltarlo del pals la zona o el comnartlmento de exportaaon respecto de la
infeccion por X. californiensis: deriv
- .. . . | . . - 541.

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una
temperatura interna de al menos 32395°C durante por lo menos 3cinco minutos o un tiempo/temperatura

equivalente que inactive X. californiensis.
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(VERSION EN LIMPIO)

CAPIiTULO 11.7.

INFECCION POR XENOHALIOTIS CALIFORNIENSIS

[...]
Articulo 11.7.3.

Medidas para la importacidén o transito por el territorio de productos de animales acuaticos cualquiera que sea el uso al que se
destinan, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccion
por X. californiensis

Los productos de animales acudticos enumerados a continuacion se han evaluado y cumplen con los criterios de seguridad
aplicables a este tipo de productos de acuerdo con el Articulo 5.4.1. Cuando autoricen la importacidn o el transito por su territorio
de estos productos de animales acudticos, las autoridades competentes no deberan exigir ninguna medida sanitaria relacionada
con X. californiensis, independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la
infeccion por X. californiensis:

1)  productos de animales acudticos que se hayan sometido a un tratamiento térmico suficiente como para alcanzar una

temperatura interna de al menos 95°C durante por lo menos cinco minutos, o un tiempo/temperatura equivalente que
inactive X. californiensis.

[...]
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Anexo 21. item 8.5. — Articulos 11.5.1. y 11.5.2. del Capitulo 11.5. Infeccion por Perkinsus marinus

CAPITULO 11.5.

INFECCION POR PERKINSUS MARINUS

Articulo 11.5.1.

A efectos del Cddigo Acudtico, la infeccidn por Perkinsus marinus designa una infeccion causada exelusivamente por el agente
patdgeno P. marinus de la familia Perkinsidae.

La informacion sobre los métodos de diagndstico figura en el Manual Acudtico.
Articulo 11.5.2.

Ambito de aplicacién

Las recomendaciones de este capitulo se aplican a las siguientes especies: la ostra americana (Crassostrea virginica), ta-estra—del

Pacifico{Crassostrea-gigas)-ya-estra-de-Suminee{Crassostrea-ariakensistMagallana [Syn. Crassostrea] ariakensis}, 1a ostra de Cortés
erassostrea cortez:ensts) y la_otra palmeada (Saccostrea Qalmulal la—aimeja—ée—ﬂe—(Mye—a#en&Ha}—Meeeme—be#h&ey—la—a#meja
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Anexo 22. item 10.1.1. — Capitulo 2.2.1. Enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda

CHAPTER 2.2.1.

ACUTE HEPATOPANCREATIC NECROSIS DISEASE

1. Scope

Acute hepatopancreatic necrosis disease (AHPND) means infection with strains of Vibrio parahaemolyticus (Vpaueno) that contain a
~70-kbp plasmid W|th genes that encode homologues of the Photorhabdus insect-related (Pir) toxins, PirA and PirB. Altheugh-there
VB anenp-hasbeen-demeonstrated-to-cause- AHPND-

2. Disease information

2.1. Agent factors

2.1.1. Aetiological agent

AHPND has a bacterial aetiology (Kondo et al., 2015; Tran et al., 2013). It is caused by specific virulent strains of V.
parahaemolyticus (Vpaneno) that contain a ~70-kbp plasmid with genes that encode homologues of the Photorhabdus
insect-related (Pir) binary toxin, PirA and PirB (Gomez-Gil et al., 2014; Gomez-Jimenez et al., 2014; Han et al., 20153;
Kondo et al., 2014; Lee et al., 2015; Yang et al., 2014). The plasmid within Vpaxenp has been designated pVA1, and its size
may vary slightly. Removal (or “curing”) of pVA1 abolishes the AHPND-causing ability of Vpanenp strains.

Within a population of Vpaupnp bacteria, natural deletion of the Pir'? operon may occur in a few individuals (Lee et al.,
2015; Tinwongger et al., 2014). This deletion is due to the instability caused by the repeat sequences or transposase that
flank the Pir toxin operon. When the deletion occurs, it means that a Vpaneno strain will lose its ability to induce AHPND.
However, if the Pir toxin sequence is used as a target for detection, then a colony that has this deletion will produce a
negative result even though the colony was derived from an isolate of AHPND-causing Vpaueno. A recent report describes
a naturally occurring deletion mutant of Vpaupnp that does not cause a clinical manifestation of AHPND (Aranguren et al.,
2020a).

The plasmid pVA1 also carries a cluster of genes related to conjugative transfer, which means that this plasmid is
potentially able to transfer to other bacteria.

2.1.2. Survival and stability in processed or stored samples

AHPND cannot be transmitted from infected samples that have been stored frozen (Tran et al., 2013). Some Vibrio species
are sensitive to freezing (Muntada-Garriga et al., 1995; Thomson & Thacker, 1973).

2.1.3. Survival and stability outside the host

Vpanenp is expected to possess similar properties to other strains of V. parahaemolyticus found in seafood that have been
shown to survive up to 9 and 18 days in filtered estuarine water and filtered seawater at an ambient temperature of 28
+ 2°C (Karunasagar et al., 1987).

For inactivation methods, see Section 2.4.5.
2.2. Host factors

2.2.1. Susceptible host species

Species that fulfil the criteria for listing as susceptible to AHPND according to Chapter 1.5. of the Aquatic Code are: giant
tiger prawn (Penaeus monodon) and whiteleg shrimp (Penaeus vannamei).
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2.2.2. Species with incomplete evidence for susceptibility

Species for which there is incomplete evidence to fulfil the criteria for listing as susceptible to AHPND according to Chapter
1.5. of the Aquatic Code are: fleshy prawn (Penaeus chinensis).

In addition, pathogen-specific positive polymerase chain reaction (PCR) results have been reported in the following
organisms, but an active infection has not been demonstrated: kuruma prawn (Penaeus japonicus).

2.2.3. Likelihood of infection by species, host life stage, population or sub-populations

Mortalities occur within 30—-35 days, and as early as 10 days, of stocking shrimp ponds with postlarvae (PL) or juveniles
(Joshi et al., 2014b; Nunan et al., 2014; Soto-Rodriguez et al., 2015; Tran et al., 2013). De la Pena et al. (2015) reported
disease outbreaks in the Philippines occurring as late as 46—96 days after pond-stocking.

2.2.4. Distribution of the pathogen in the host

Gut including stomach, and hepatopancreas.

2.2.5. Aquatic animal reservoirs of infection

Schefield-et-af;2020)-None known.

2.2.6. Vectors
No vector is known, although as Vibrio spp. are ubiquitous in the marine environment, the possibility that there are vector
species could be expected.

2.3. Disease pattern

2.3.1. Mortality, morbidity and prevalence
AHPND is characterised by sudden, mass mortalities (up to 100%) usually within 30—35 days of stocking grow-out ponds
with PLs or juveniles (Hong et al., 2016). Older juveniles may also be affected (de la Pena et al., 2015).

In regions where AHPND is enzootic in farmed shrimp, evidence indicates a near 100% prevalence (Tran et al., 2014).

2.3.2. Clinical signs, including behavioural changes

The onset of elirieat-signs of disease and mortality can start as early as 10 days post-stocking. Elirieat Signs irelude—of
disease in moribund prawns : smk—te—bettem—ma |nc|ude ale to white hepatopancreas (HP) due to igment loss in the
connective tissue capsule 1NACA, 2014) i i ifiean

mereased—ﬁbre&&eenﬁeetwe—ﬂssu&aﬂd-haemeeytes)w%—zei% BehaV|oura| changes such as freguent smklng to th
bottom of tanks may also be noted.

2.3.3 Gross pathology

Gross pathological observations include pale-to-white HP, significant atrophy of the HP, soft shells, guts with
discontinuous, or no contents and black spots or streaks visible within the HP (due to melanised tubules). In addition, the

HP does not squash easily between the thumb and forefln er (probably due to increased f|brous connectlve tissue and
haemoc tes NACA 2014 RaSSiy o y
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2.3.4. Modes of transmission and life cycle

Vpaneno has been transmitted experimentally by immersion, feeding (per os) and reverse gavage (Dabu et al., 2017; Joshi
et al.,2014b; Nunan et al., 2014; Soto-Rodriguez et al., 2015; Tran et al., 2013), simulating natural horizontal transmission
via oral routes and co-habitation.

2.3.5. Environmental factors

Water sources with low salinity (<20 ppt) seem to reduce the incidence of the disease. Peak occurrence seems to occur
during the hot, dry season from April to July. Overfeeding, poor seed quality, poor water quality, poor feed quality, algal
blooms or crashes are also factors that may lead to occurrences of AHPND in endemic areas (NACA, 2014).

2.3.6. Geographical distribution

The disease was initially reported in Asia in 2010. It has since been reported in the Americas (2013) and Africa (2017).

See WOAH WAHIS (https://wahis.woah.org/#/home) for recent information on distribution at the country level.

2.4. Biosecurity and disease control strategies

2.4.1. Vaccination

Not available.

2.4.2. Chemotherapy including blocking agents

Not available.

2.4.3. Immunostimulation

None known to be effective.

2.4.4. Breeding resistant strains

Not available.

2.4.5. Inactivation methods

Experimental studies have shown that Vpaupno could not be transmitted via frozen infected shrimp (Tran et al., 2013).
Similarly, other strains of V. parahaemolyticus are known to be sensitive to freezing, refrigeration, heating and common
disinfectants (Muntada-Garriga et al., 1995; Thomson & Thacker, 1973).

2.4.6. Disinfection of eggs and larvae

Not available.

2.4.7. General husbandry

As with other infectious diseases of shrimp, established good sanitary and biosecurity practices, such as improvement of
hatchery sanitary conditions and PL screening are likely to be beneficial; good broodstock management, use of high-
quality post-larvae and good shrimp farm management including strict feeding rate control, appropriate stocking density
etc. are all well-established practices that reduce the impact of disease, including AHPND. An AHPND-tolerant line of P.
vannamei was recently reported, but at present (2022) no genetically improved lines are commercially available
(Aranguren et al., 2020b).

3. Specimen selection, sample collection, transportation and handling

Informe de la reunion de la Comisién de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos / Febrero de 2023 139



This section draws on information in Sections 2.2, 2.3 and 2.4 to identify populations, individuals and samples that are most likely to
be infected.

3.1. Selection of populations and individual specimens

Samples of moribund shrimp or shrimp that show clinical signs (see Section 2.3.2) should be selected for AHPND diagnosis. It is
assumed that adults (broodstock) can carry strains of Vpaupno (Lee et al., 2015; Nunan et al., 2014; Soto-Rodriguez et al., 2015;
Tran et al., 2013). Therefore, broodstock without clinical signs may also be selected for diagnostic testing.

3.2. Selection of organs or tissues

Samples may be taken from gut-associated tissues and organs, such as the hepatopancreas, stomach, midgut and hindgut. f-the

3.3.  Samples or tissues not suitable for pathogen detection

Samples other than gut-associated tissues and organs are not appropriate (NACA, 2014; Nunan et al., 2014; Soto-Rodriguez et
al.,, 2015; Tran et al., 2013).

3.4. Non-lethal sampling

Faecal matter may be collected from valuable broodstock for AHPND diagnosis. However, compared with tissue sampling, the
relative utility of faecal samples for detecting AHPND-causing bacteria has not been evaluated.

If non-lethal tissue sample types differ from recommended tissues (see Section 3.2.), or from the tissue samples used in validation
studies, the effect on diagnostic performance should be considered.

3.5. Preservation of samples for submission

For guidance on sample preservation methods for the intended test methods, see Chapter 2.2.0.

3.5.1. Samples for pathogen isolation

High quality samples are essential for successful pathogen isolation and bioassay. Sample quality depends mainly on the
time since collection and time spent in storage. Fresh specimens should be kept on ice and preferably sent to the
laboratory within 24 hours of collection. To avoid degradation of samples, use alternative storage methods only after
consultation with the receiving laboratory.

3.5.2. Preservation of samples for molecular detection

Tissue samples for PCR testing should be preserved in 90% (v/v) analytical/reagent-grade (undenatured) ethanol. The
recommended ratio of ethanol to tissue is 10:1 based on studies in terrestrial animals and human health. The use of lower
grade (laboratory or industrial grade) ethanol is not recommended. Alternatively, samples can be preserved in a DNA
preservative BNAzelfor PCR testing. If material cannot be fixed it may be frozen, but repeated freezing and thawing of
samples should be avoided.

Standard sample collection, preservation and processing methods for molecular techniques can be found in Section B.5.5.
of Chapter 2.2.0 General information (diseases of crustaceans).

3.5.3. Samples for histopathology, immunohistochemistry or in-situ hybridisation
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Tissue samples for histopathology, immunohistochemistry or in-situ hybridization can be preserved in Davidson’s AFA
fixative for histology (Joshi et al., 2014a; 2014b; Nunan et al., 2014, Sirikharin et al., 2015; Soto-Rodriguez et al., 2015;
Tran et al., 2013).

3.5.4. Samples for other tests

Not applicable.
3.6. Pooling of samples

Pooling of samples from more than one individual animal for a given purpose should only be recommended where robust
supporting data on diagnostic sensitivity and diagnostic specificity have been evaluated and found to be suitable. The effect of
pooling on diagnostic sensitivity has not been thoroughly evaluated, therefore, larger specimens should be processed and tested
individually. Small life stages can be pooled to obtain the minimum amount of material for bacterial isolation or molecular
detection.

4. Diagnostic methods

The methods currently available for pathogen detection that can be used in i) surveillance of apparently healthy animals, ii)
presumptive diagnosis in clinically affected animals and iii) confirmatory diagnostic purposes are listed in Table 4.1. by animal life
stage.

Ratings for purposes of use. For each recommended assay a qualitative rating for the purpose of use is provided. The ratings are
determined based on multiple performance and operational factors relevant to application of an assay for a defined purpose. These
factors include appropriate diagnostic performance characteristics, level of assay validation, availability cost, timeliness, and sample
throughput and operability. For a specific purpose of use, assays are rated as:

+++ = Methods are most suitable with desirable performance and operational characteristics.

++ = Methods are suitable with acceptable performance and operational characteristics under most
circumstances.

+= Methods are suitable, but performance or operational characteristics may limit application under some
circumstances.

Shaded boxes = Not appropriate for this purpose.

Validation stage. The validation stage corresponds to the assay development and validation pathway in chapter 1.1.2. The validation
stage is specific to each purpose of use. Where available, information on the diagnostic performance of recommended assays is
provided in Section 6.3.

WOAH Reference Laboratories welcome feedback on diagnostic performance of recommended assays, in particular PCR methods.
Of particular interest are any factors affecting expected assay sensitivity (e.g. tissue components inhibiting amplification) or expected
specificity (e.g. failure to detect particular genotypes, detection of homologous sequences within the host genome). These issues
should be communicated to the WOAH Reference Laboratories so that advice can be provided to diagnostic laboratories and the
standards amended if necessary.
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Table 4.1. WOAH recommended diagnostic methods and their level of validation for surveillance of apparently healthy animals and investigation of clinically affected animals

A.  Surveillance of apparently healthy animals B.  Presumptive diagnosis of clinically C.  Confirmatory diagnosis® of a suspect result from
affected animals surveillance or presumptive diagnosis
Method
Early lifi Early lif Early lif
ary |2e Juveniles? Adults LV any |2e Juveniles? Adults LV any |2e Juveniles? Adults LV
stages stages stages
Wet mounts
Histopathology + + NA + + NA
Cell-culture-|solation i db db NA
Real-time PCR ++ ++ ++ 1 ++ ++ ++ 1 ++ ++ ++ 1
Conventional PCR ++ ++ ++ 2 ++ ++ ++ 2 -+ S ++ 2
Conventional PCR followed by
- - +++ +++ +++ 12
amplicon sequencing =
In-situ hybridisation
Bioassay + + + NA + + + NA
LAMP ++ ++ 1
Ab-ELISA
Ag-ELISA + + 1 * ++ 1 + e 1
Other antigen detection
methods?
Other methods?

LV = level of validation, refers to the stage of validation in the WOAH Pathway (chapter 1.1.2); PCR = polymerase chain reaction; LAMP = loop-mediated isothermal amplification;
Ab- or Ag-ELISA = antibody or antigen enzyme-linked immunosorbent assay, respectively; NA = Not available.

For confirmatory diagnoses, methods need to be carried out in combination (see Section 6). 2Susceptibility of early and juvenile life stages is described in Section 2.2.3.
3Specify the test used. Shading indicates the test is inappropriate or should not be used for this purpose.
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4.1. Wet mounts
Not applicable.
4.2. Histopathology and cytopathology

Histological examination of AHPND infected shrimp reveals that pathological changes are limited to the hepatopancreas. The
disease has three distinct phases:

i) The acute phase is characterised by a massive and progressive degeneration of the HP tubules from proximal to distal,
with significant rounding and sloughing of HP tubule epithelial cells into the HP tubules, HP collecting ducts and posterior
stomach._No B-, F- and R-cells are seen in the hepatopancreatic tubule and some nuclei of tubule epithelial cells are

enlarged (karyomegaly). No significant bacterial involvement appears during this phase ir-the-absence-of-bacteriatcells
(Nunan et al., 2014; Soto-Rodriguez et al., 2015; Tran et al., 2013; 2014).

ii)  The terminal phase is characterised by marked intra-tubular haemocytic inflammation and development of massive
secondary bacterial infections that occur in association with the necrotic and sloughed HP tubule cells (NACA, 28642-2014;
Nunan et al., 2014; Soto-Rodriguez et al., 2015; Tran et al., 2013; 2014).

iii)  In Penaeus vannamei AHPND tolerant lines, a chronic phase can be observed. The chronic phase is characterised by only
a few tubules with epithelial necrosis accompanied by bacteria and inflammation. This phase resembles a septic

hepatopancreatic necrosis (SHPN) (Aranguren et al., 2020b).
4.3. celleultureforlsolation

4.3.1. Enrichment of samples prior to DNA extraction

Preliminary enrichment culture for detection of Vpanenp frem-sub-elinicalinfections—orenvirenmental-samples-may be
carried out using any suitable bacteriological medium (e.g. tryptic—soy broth or alkaline peptone water containing 2.5%
NaCl supplement) incubated for 4 hours at 30°C with shaking. Then, after letting any debris settle, the bacteria in the
culture broth are pelleted by centrifugation. Discarding the supernatant, DNA can be extracted from the bacterial pellet
in preparation for PCR analysis.

4.3.2. Agent purification-isolation
Vparnpnp May be isolated in-pure-eutture-from diseased shrimp; sub-elinically-infected-shrimp,orenvironmental-samples

using standard microbiological media for isolation of Vibrio species from such sources (Lightner, 1996; Tran et al., 2013).
Confirmation of identification of Vpanpno may be undertaken by PCR analysis.

4.4, Nucleic acid amplification

PCR assays should always be run with the controls specified in Section 5.5 Use of molecular and antibody-based techniques for
confirmatory testing and diagnosis of Chapter 2.2.0 General information (diseases of crustaceans). Each sample should be tested

in duplicate.

Extraction of nucleic acids

Numereus-Different kits and procedures can be used for nucleic acid extraction. The quality and concentration of the extracted
nucleic acid is important and shewtd-can be checked using a suitable method as appropriate to the circumstances-using-eptieat
density-orrunningagel.

PCR methods have been developed that target the Vpanpno toxin genes. The AP3 method is a single-step PCR that targets the 12.7
kDa PirA' gene (Sirikharin et al., 2015). It was validated for 00%pesitive-ard-regative-predictive-value-by-testing104 isolates
of Vpaueno and non-pathogenic bacteria (including other Vibrio and non-Vibrio species) that had previously been tested by
bioassay (Sirikharin et al., 2015). Subsequently, Soto-Rodriguez et al. (2015), using 9 Vpaneno and 11 non-pathogenic isolates of
V. parahaemolyticus reported that the AP3 method produced the highest positive (90%) and negative (100%) predictive values
of five PCR methods tested.

Single-step PCRs such as the AP3 method and others, e.g. VpPirA-284, VpPirB-392 (Han et al., 2015a) and TUMSAT-Vp3
(Tinwongger et al., 2014), have relatively low sensitivity when used for detection of Vpaupno at low levels (e.g. sub-clinical
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infections)-erinr-environmental-samples-such-as-sediments-and-biefilms. For such samples, a preliminary enrichment step (see

Section 4.3.1. Enrichment of samples prior to DNA extraction) is recommended.

Alternatively, a nested PCR method, AP4, has been developed with a 100% positive predictive value for Vpaueno Using the same
104 bacterial isolates used to validate AP3 above (Dangtip et al., 2015), and has greater sensitivity (1 fg of DNA extracted from
Vpanpnp), allowing it to be used directly with tissue and-epvirormental-samples without an enrichment step.

In addition, real-time PCR methods, for example the Vpaupnp-specific TagMan real-time PCR developed by Han et al. (2015b), and
an isothermal loop-mediated amplification protocol (LAMP) method developed by Koiwai et al. (2016) also have high sensitivity

and can be used directly with tissue and-envirenmental-samples without an enrichment step.

A general DNA extraction method may be used to extract DNA from the stomach or hepatopancreatic tissue of putatively infected
shrimp, from cultures of purified bacterial isolates or from bacterial pellets from enrichment cultures (see Section 4.3). The
amount of template DNA in a 25 ul PCR reaction volume should be in the range of 0.01-1 ng of DNA when extracted from bacterial
isolates (i.e. directly from a purified culture) and in the range of 10—100 ng of total DNA when extracted from shrimp tissues or
from a bacterial pellet derived from an enrichment culture.

4.4.1. Real-time PCR

Pathogen/ . . .

— Primer/probe (5’3’ Concentration Cycling parameters
target gene - = =
Method 1: Han et al., 2015b; GenBank Accession No.: KM067908

Fwd VpPirA-F: TTG-GAC-TGT-CGA-ACC-AAA-CG . )
A Rev VpPirA-R: GCA-CCC-CAT-TGG-TAT-TGA-ATG ;‘ZS_‘ g'g “,\'\//I' 9955, chzfeze;'lgzgfé'z;
pira VpPirA Probe: FAM-AGA-CAG-CAA-ACA-TAC-ACC-TAT-CAT-CCC- Am e —
GGA-TAMRA = =

4.4.2. Conventional PCR
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Pathogen/
target gene

Primer/prebe (5'-3’)

Concentration

Cycling parameters

Fwd AP3-F: ATG-AGT-AAC-AAT-ATA-AAA-
CAT-GAA-AC

Rev AP3-R: GTG-GTA-ATA-GAT-TGT-ACA-
GAA

0.2 uM each

94°C/5 min; 30 cycles of 94°C/30 sec, 53°C/30
sec, 72°C/40 sec; final elongation step at 72°C/7
min; Reaction mixture can be held at 4°C

Fwd TUMSAT-Vp3 F: GTG-TTG-CAT-AAT-TTT-
GTG-CA

95°C/2 min; 30 cycles of 95°C/30 sec, 56°C/30
sec, 72°C/30 sec

pVAL Rev TUMSAT-Vp3 R: TTG-TAC-AGA-AAC-CAC. | 2ouMeach
GAC-TA
Fwd VpPirA-284F: TGA-CTA-TTC-TCA-CGA- 94°C/3 min; 35 cycles of 94°C/30 sec, 60°C/30
. TTG-GAC T 72°C/ - final ion 72°C/7 mi
pITA% Ref VGDP(i:rA—GZBZIR- CACGACTAGCGC.CAT. | L2uMeach et s adeson IEU
TGT-TA
Fwd VpPirB-392F: TGA-TGA-AGT-GAT-GGG- 94°C/3 min; 35 cycles of 94°C/30 sec, 60°C/30
i TGC-TC 0.2 UM each sec, 72°C/30 sec; final extension 72°C/7 min

Rev VpPirB-392R: TGT-AAG-CGC-CGT-TTA-
ACT-CA

PirA and PirB
toxin genes

Primary

Fwd AP4-F1: ATG-AGT-AAC-AAT-ATA-AAA-
CAT-GAA-AC
Rev AP4-R1: ACG-ATT-TCG-ACG-TTC-CCC-AA

Nested

Fwd AP4-F2: TTG-AGA-ATA-CGG-GAC-GTG-
GG
Rev AP4-R2: GTT-AGT-CAT-GTG-AGC-ACC-

0.2 uM each

Primary

94°C/2 min; 30 cycles of 94°C/30 sec, 55°C/30
sec, 72°C/90 seg; final extension step at 72°C/2

min; hold at 4°C

Nested

94°C/2 min; 25 cycles of 94°C/20 sec, 55°C/20
sec, 72°C/20 sec; hold at 4°C
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., . 02 pM-each
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4.4.3. Isothermal loop-mediated amplification protocol (LAMP)

FIP-F2: GTT-GTA-ATT-AAC-AAT-GGC-GCT-AG

Pathogen/ . . .
— Primer/probe (5’3’ Concentration Cycling parameters
target gene - - -
Method: Koiwai et al., 2017; GenBank Accession No.: AB972427.1
F3: TGA-TAA-TGC-ATT-CTA-TCA-TCA-GC . .
Toxin PirAB-like B3: ATT-TGA-AAG-ACC-AAA-TGA-AAC-C F3: 5.0 pmol 65°C/60 minand
FIP-F1c: GTG-AGC-ACC-TTC-TTA-GTG-GTA-ATA B3: 5.0 pmol 80°C/5 min
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BIP-Blc: TGA-CGG-AAT-TTA-ACC-CTA-ACA-ATG-C EIP: 40 pmol
BIP-B2: GCT-TTG-AAA-GCA-TAG-TTA-GGA-TC BIP: 40 pmol

4.4.34.0ther nucleic acid amplification methods

Cruz-Flores et al. (2019) developed a multiplex real-time PCR-based SYBR green assay for simultaneous detection of pirA,
pirB, 16S rRNA and 18S rRNA, and a duplex real-time PCR-based Tagman probe assay showing high specificity and
sensitivity — limit of detection was 10 copies for both pirA and pirB. A recombinase polymerase amplification assay was
developed by Mai et al. (2021). This assay has a limit of detection of five copies of the pirAB gene and high specificity. A

4.5.  Amplicon sequencing

The size of the PCR amplicon is-should be verified, for example by agarose gel electrophoresis;-and-purified-by-excisionfrom-this
gel. Both DNA strands of the PCR product must be sequenced and analysed ard-cempared.in comparison with published-reference
seguences.

4.6. In-situ hybridisation

1SH-is-Not eurrently-available{December2021).
4.7. Immunohistochemistry

An immunohistochemistry assay to detect AHPND was developed by Kumar et al., (2019). However, the assay requires further
validation.

4.8. Bioassay

Vpaneno has been transmitted experimentally by immersion and by reverse gavage (Joshi et al., 2014b; Nunan et al., 2014; Soto-
Rodriguez et al., 2015; Tran et al., 2013), simulating natural horizontal transmission via oral routes and co-habitation. Thus,
following isolation and purification of a bacterium that is suspected to cause AHPND, a bioassay can be performed to confirm the
presence of the causative agent. The immersion procedure is carried out by immersing 15 shrimp for 15 minutes, with aeration,
in a suspension (150 ml clean artificial seawater) of 2 x 108 cells of the cultured bacterium per ml. Following this initial 15-minute
period, the shrimp and the inoculum are transferred to a larger tank with a volume of clean artificial seawater to make the final
concentration of the bacterium 2 x 10° cells mlI~%. Shrimp are monitored at 6- to 8-hour intervals. Dead shrimp can be processed
for Vpaneno PCR and sequence analysis. Moribund or surviving shrimp are processed for histology, bacterial re-isolation, PCR and
sequence analysis. A positive bioassay is indicated by the detection of characteristic histological lesions and Vpaunpno by PCR and
amplicon sequence analysis.

4.9. Antibody- or antigen-based detection methods

An indirect enzyme-linked immunosorbent assay (I-ELISA) for AHPND detection developed by Mai et al. (2020) showed high
sensitivity (the limit of detection was 0.008 ng I for PirA"? and 0.008 ng ul~ for PirB'?) and specificity.

4.10. Other methods
None.
5. Test(s) recommended for surveillance to demonstrate freedom in apparently healthy populations

Real-time PCR (Han et al., 2015b) and conventional PCR (Dangtip et al., 2015) are isrecommended for demonstrating freedom from
AHPND in an apparently healthy population.

6. Corroborative diagnostic criteria
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This section only addresses the diagnostic test results for detection of infection in the absence (Section 6.1.) or in the presence of
clinical signs (Section 6.2.) but does not evaluate whether the infectious agent is the cause of the clinical event.

The case definitions for suspect and confirmed cases have been developed to support decision-making related to trade and
confirmation of disease status at the country, zone or compartment level. Case deflnltlons for dlsease conflrmatlon in endemlcally
affected areas may be less strlngent

whether—epnet—elwuea#srgﬂs-a#easseefatedw%—theease If a bbe;ate#y—Competent Authorlty does not have the eapaet—y— apablllty
to undertake the necessary diagnostic tests it should seek advice from the appropriate WOAH Reference Laboratory, and if necessary

refer samples to that laboratory for confirmatory testing of samples from the index case in a country, zone or compartment
considered free.

6.1. Apparently healthy animals or animals of unknown health status *

Apparently healthy populations may fall under suspicion, and therefore be sampled, if there is an epidemiological link(s) to an
infected population. Geegraphieal-Hydrographical proximity to, or movement of animals or animal products or equipment, etc.,
from a known infected population equate to an epidemiological link. Alternatively, healthy populations are sampled in surveys
to demonstrate disease freedom.

6.1.1. Definition of suspect case in apparently healthy animals

The presence of infection with AHPND shall be suspected if at least one of the following criteria is met:

i) A positive result by ary-efthe-real-time PCR

ii) A positive result by er conventional PCR methodsrecommended-intable4-1

iii) A positive result by LAMP

iv)  Histopathology—ereytepatheological-changes consistent with the presence-efthe-pathegen-erthe disease

v) A positive result by Ag-ELISA

6.1.2. Definition of confirmed case in apparently healthy animals

The presence of infection with Vibrio parahaemolyticus (Vpaupnp) is considered to be confirmed if at least one of the
following eriterien-criteria is met:

i) Positive results by real-time PCR and conventional PCR followed by amplicon sequence analysis

ii) Positive results by LAMP and conventional PCR followed by amplicon sequence analysis

iii) _ Positive results by Ag-ELISA and conventional PCR followed by amplicon sequence analysis

6.2  Clinically affected animals
Clinical signs are not pathognomonic for a single disease; however, they may narrow the range of possible diagnoses.

6.2.1. Definition of suspect case in clinically affected animals

The presence of infection with Vibrio parahaemolyticus (Vpanpno) shall be suspected if at least one of the following criteria

is met:
i) Gross pathology or clinical signs associated with the disease-as-deseribed-inthis-chapterwith-erwitheutelevated
mortatity

ii) A positive result by agent isolation

For example transboundary commodities.
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iii) A positive result by real-time PCR

iv) A positive result by conventional PCR
v) A positive result by bioassay

vi) A positive result by LAMP

vii) A positive result by Ag-ELISA

6.2.2. Definition of confirmed case in clinically affected animals

The presence of infection with Vibrio parahaemolyticus (Vpanenp) is considered to be confirmed if at least one of the
following eriterien-criteria is met:

i) Positive results by real-time PCR and conventional PCR followed by amplicon sequence analysis.

ii) Positive results by LAMP and conventional PCR followed by amplicon sequence analysis

iii) _ Positive results by Ag-ELISA and conventional PCR followed by amplicon sequence analysis

6.3. Diagnostic sensitivity and specificity for diagnostic tests

The diagnostic performance of tests recommended for surveillance or diagnosis of infection with Vibrio parahaemolyticus
(Vpanenp) are provided in Tables 6.3.1. and 6.3.2 (no data are currently available). This information can be used for the design of
surveys for infection with Vibrio parahaemolyticus (Vpanenp), however, it should be noted that diagnostic performance is specific
to the circumstances of each diagnostic accuracy study (including the test purpose, source population, tissue sample types and
host species) and diagnostic performance may vary under different conditions. Data are only presented where tests are validated
to at least level 2 of the validation pathway described in Chapter 1.1.2. and the information is available within published
diagnostic accuracy studies.

6.3.1. For presumptive diagnosis of clinically affected animals

Test Source Tissue or sample . DSe DSp o
Test type R Species Reference test Citation
purpose populations types (n) (n)
Clinically
Conventional Diagnosis d:ea:f:nilnd ::;Iipr']\‘o?] ccaauusslir:\g Penaeus 100 100 Bioassa Sirikharin et
PCR e pp v . g vannamei v al., 2015
healthy bacterial isolates
shrimp
Clinically
Conventional diseased and AHPND causing Tinwongger et
Diagnosis apparently and non-causing NA 100* 100 Bioassay £8
PCR o al., 2014
healthy bacterial isolates
shrimp
Real-timePCR | Diagnesis diseased Hepateo-panereas . 100 NA .
N vannamel histopathelegy 2015b
animals
DSe = diagnostic sensitivity, DSp = diagnostic specificity, NA= Not available, PCR: = polymerase chain reaction.
1100% sensitivity for TUMSAT-Vp3 primer set.
6.3.2. For surveillance of apparently healthy animals
Test type Test S.ource Tissue or sample Species bse bSp Reference test Citation
pose pulations types
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DSe = diagnostic sensitivity, DSp = diagnostic specificity, NA= Not available, PCR: = polymerase chain reaction.
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NB: There are WOAH Reference Laboratories for acute hepatopancreatic necrosis disease
(please consult the WOAH web site for the most up-to-date list:
https://www.woah.org/en/what-we-offer/expertise-network/reference-laboratories/#ui-id-3).
Please contact the WOAH Reference Laboratory for any further information on
acute hepatopancreatic necrosis disease

NB: FIRST ADOPTED IN 2017; MOST RECENT UPDATES ADOPTED IN 2018.
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Anexo 23. item 10.1.2. — Capitulo 2.2.3. Infeccion por Hepatobacter penaei (hepatopancreatitis necrotizante)

CHAPTER 2.2.3.

INFECTION WITH HEPATOBACTER PENAEI (NECROTISING
HEPATOPANCREATITIS)

Infection with Candidatus—Hepatobacter penaei means infection with the pathogenic agent Candidatus H. penaei, an obligate
intracellular bacterium of the Family Holosporaceae, Order Rickettsiales-e-Preteobacteria.

2. Disease information
2.1. Agent factors

2.1.1. Aetiological agent

Hepatobacter penaei is a pleomorphic, Gram-negative, intracytoplasmic bacterium (Nunan et al., 2013). It is a member
of the a-Proteobacteria (Frelier et al., 1992; Lightner & Redman, 1994; Loy & Frelier, 1996; Loy et al., 1996). More recently
it has been suggested that it belongs to the Family Holosporaceae fawity within the Order Rickettsiales (Leyva et al.,
2018). The predominant form is a rod-shaped rickettsial-like organism (0.25 x 0.9 um), whereas the helical form (0.25 x
2-3.5 um) possesses eight flagella at the basal apex (Frelier et al., 1992; Lightner & Redman, 1994; Loy & Frelier, 1996;
Loy et al.,, 1996). Genetic analysis of H. penaei associated with North and South American outbreaks suggests that the
isolates are either identical or very closely related subspecies (Loy et al., 1996). Reeently-Analysis based on the 16S rRNA
confirms the high similarity among different H. penaei isolates in the Americas (99-100%) (Aranguren & Dhar, 2018).

2.1.2. Survival and stability in processed or stored samples

Hepatobacter penaei-infected tissues remain infectious after repeated cycles of freeze—thawing and after storage in 50%
glycerine. Hepatobacter penaei frozen at —20°C to —70°C and —80°C have been shown to retain infectivity in experimental
transmission trials with Penaeus vannamei (Crabtree et al., 2006; Frelier et al., 1992). Flash freezing H. penaei at —=70°C
to —80°C does not significantly affect the infectivity (Aranguren et al., 2010; Crabtree et al., 2006).

2.1.3. Survival and stability outside the host

No information available.
2.2. Host factors

2.2.1. Susceptible host species

Species that fulfil the criteria for listing as susceptible to infection with H. penaei according to Chapter 1.5. of the Aquatic
Animal Health Code (Aquatic Code) inelude-are: whiteleg shrimp (P. vannamei)

2.2.2. Species with incomplete evidence for susceptibility

Species for which there is incomplete evidence to fulfil the criteria for listing as susceptible to infection with H. penaei
according to Chapter 1.5. of the Aquatic Code inelude-are: aloha prawn (P. marginatus), banana prawn (P. merguiensis),
blue shrimp (P. stylirostris), giant tiger prawn (P. monodon), northern brown shrimp (P. aztecus), northern pink shrimp
(P. duorarum) and northern white shrimp (P. setiferus).
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In addition, pathogen-specific positive polymerase chain reaction (PCR) results have been reported in the following
species, but an active infection has not been demonstrated: American lobster (Homarus americanus) (Avila-Villa et al.,
2012; Bekavac et al., 2022).

2.2.3. Likelihood of infection by species, host life stage, population or sub-populations

Infection with H. penaei has been demonstrated in postlarvae (PL), juveniles, adults and broodstock of P. vannamei
(Aranguren et al., 2006).

2.2.4. Distribution of the pathogen in the host

The target tissue is the hepatopancreas: infection with H. penaei has been reported in all hepatopancreatic cell types
(Lightner 2012). Hepatobacter penaei is also present in the faeces (Brinez et al., 2003).

2.2.5. Aquatic animal reservoirs of infection

Some members of P. vannamei populations that survive infection with H. penaei may carry the intracellular bacteria for
life and transmit it to other populations by horizontal transmission (Aranguren et al., 2006; Lightner, 2005; Morales-
Covarrubias, 2010; Vincent & Lotz, 2005).

2.2.6. Vectors

No vectors are known in natural infections.
2.3. Disease pattern

2.3.1. Mortality, morbidity and prevalence

Infection with H. penaei often causes an—acute disease with very high mortalities in young juveniles, adults and
broodstock. In horizontally infected young juveniles, adults and broodstock, the incubation period and severity of the

disease are somewhat size or age dependent, with juveniles always being the most severely affected. Infection with H.
penaei results in the mortalities approaching 100% in P. vannamei, 5.6-15% in P. duorarum, and 5-17% in P. aztecus
(Aguirre-Guzman et al., 2010).

The prevalence was reported as 0.77% in cultured P. vannamei and 0.43% in cultured P. stylirostris in Peru (Lightner &
Redman, 1994), 5-86.2% in Mexico (lbarra-Gamez et al., 2007), and 0.6—1.3% in P. vannamei in Belize, Brazil, Guatemala,
Honduras, Mexico, Nicaragua and Venezuela (Morales-Covarrubias et al., 2011).

2.3.2. Clinical signs, including behavioural changes

A wide range of gross signs can be used to indicate the possible presence of infection with H. penaei. These include
lethargy, reduced food intake, atrophied hepatopancreas anorexia and empty guts, notlceably reduced growth and poor
Iength weight rat|os (thm talls )5 : g g

ésease—a%e—sememdaat—so—ze—e#ag&depeﬂd-em— Gross 5|gns are not speuflc but shrlmp W|th acute |nfect|on W|th H. penaei

show atrophied hepatopancreas, empty guts, soft shells and flaccid bodies; black or darkened gills; bacterial shell disease,
including ulcerative cuticle lesions or melanised appendage erosion; and expanded chromatophores resulting in the
appearance of darkened edges in uropods and pleopods None of these 5|gns are pathognomonlc (nghtner 1996 Loy et
al., 1996)-a
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2.3.4. Modes of transmission and life cycle

Horizontal transmission of H. penaei can be through cannibalism or by contaminated water (Aranguren et al., 2006; 2010;
Frelier et al., 1993; Gracia-Valenzuela et al., 2011; Vincent et al., 2004). Hepatobacter penaei in faeces shed into pond
water has also been suggested as a source of contamination (Aranguren et al,, 2006; Brifiez et al., 2003; Morales-
Covarrubias et al., 2006). Hepatobacter penaei-positive broodstock females produce PL that were also H. penaei-positive,
which suggests that a transmission from broodstock to progeny can occurs (Aranguren et al., 2006).

2.3.5. Environmental factors

The occurrence of infection with H. penaei in farms may increase during long periods of high temperatures (>29°C) and
high salinity (20-38 ppt) (Morales-Covarrubias, 2010). In the months when temperatures are high during the day and low
at night, high prevalence and mortality (>20%) are observed (Morales-Covarrubias, 2010).

2.3.6. Geographical distribution

Hepatobacter penaei appears to have a Western Hemisphere distribution in both wild and cultured penaeid shrimp
(Aguirre-Guzman et al., 2010; Del Rio-Rodriguez et al., 2006). In the Western Hemisphere, H. penaei is commonly found
in cultured penaeid shrimp in the Americas (Aranguren et al., 2010; Frelier et al., 1992; |barra-Gamez et al., 2007;
Morales-Covarrubias, 2010; Morales-Covarrubias et al., 2011). Hepatobacter penaei, was introduced into Africa from
North America via movement of infected P.vannamei broodstock, however NHP was later eradicated by fallowing
(Lightner et al., 2012).

See WOAH WAHIS (https://wahis.woah.org/#/home) for recent information on distribution at the country level.

2.4. Biosecurity and disease control strategies

Early detection (initial phase) of clinical infection with H. penaei is important for successful treatment because of the potential
for cannibalism to amplify and transmit the disease. Shrimp starvation and cannibalism of infected shrimp, and positive conditions
for H. penaei enraei-multiplication, are important factors for the spread of H. penaei in P. vannamei. Preventive measures include
raking, tilling, and removing sediments from the bottom of the ponds, prolonged drying (through exposure to sunlight) of ponds
and water distribution canals for several weeks, disinfection of fishing gear and other farm equipment using calcium hypochlorite,
extensive liming of ponds and the use of ponds liners. The use of specific pathogen-free (SPF) broodstock is an effective preventive
measure. NHP, particularly in the initial phase, can be treated by using antibiotics in medicated feeds. Hepatebacterpenaei-is

2.4.1. Vaccination

No scientifically confirmed reports.

2.4.2. Chemotherapy including blocking agents

No scientifically confirmed reports.

2.4.3. Immunostimulation

No scientifically confirmed reports.

2.4.4. Breeding resistant strains

One population from Latin America that has been selected for several generations for resistance to Taura syndrome virus
in the presence of infection with H. penaei, seems to be more resistant to NHP disease than the Kona line under
experimental conditions (Aranguren et al., 2010).

2.4.5. Inactivation methods

The use of hydrated lime (Ca(OH),) to treat the bottom of ponds during pond preparation before stocking can help reduce

infection with H. penaei.

2.4.6. Disinfection of eggs and larvae
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Disinfection of eggs and larvae is a good management practice and is recommended for its potential to reduce H. penaei
contamination of spawned eggs and larvae (and contamination by other disease agents).

2.4.7. General husbandry

The prevalence and severity of infection with H. penaei may be increased by rearing shrimp in relatively crowded or
stressful conditions. Some husbandry practices have been successfully applied to the prevention of infection with H.
penaei. Among these has been the application of PCR to pre-screening of wild or pond-reared broodstock.

3. Specimen selection, sample collection, transportation and handling
3.1. Selection of populations and individual specimens
Suitable specimens for testing for infection with H. penaei are the following life stages: PL, juveniles and adults.
3.2. Selection of organs or tissues

Hepatobacter penaei infects most enteric tissue. The principal target tissue for H. penaei is the hepatopancreas and this organ
should be selected preferentially (Lightner, 2012).

3.3.  Samples or tissues not suitable for pathogen detection

Hepatobacter penaei does not replicate in the midgut, caeca, connective tissue cells, the gills, haematopoietic nodules and
haemocytes, ventral nerve cord and ganglia, antennal gland tubule epithelial cells, and lymphoid organ parenchymal cells.
Samples of pleopods or haemolymph are not recommended for H. penaei detection by PCR.

3.4. Non-lethal sampling

Hepatobacter penaei can be detected in faeces samples collected from clinically affected populations of Penaeus vannamei-ray

be-collected-and-used-fortesting{usualy-by-PCR});, when non-lethal testing of valuable broodstock is necessary (Brinez et al.,

2003;-Frelieret-af—1993;-Lightrer1996). However, the use of faeces samples to detect H. penaei NHP-in apparently healthy
shrimp has not been evaluated. i

If non-lethal tissue sample types differ from recommended tissues (see Section 3.2.), or from the tissue samples used in validation
studies, the effect on diagnostic performance should be considered.

3.5. Preservation of samples for submission

For guidance on sample preservation methods for the intended test methods, see Chapter 2.2.0 General information (diseases
of crustaceans)

3.5.1. Samples for pathogen isolation

The sueeess-ofpathegen-iselation-and-results of bioassay depend strongly on the quality of samples (time since collection
and time in storage). Fresh specimens should be kept on ice and preferably sent to the laboratory within 24 hours of

collection. To avoid degradation of samples, use alternate storage methods only after consultation with the receiving
laboratory.

3.5.2. Preservation of samples for molecular detection

Tissue samples of hepatopancreas or faeces for PCR testing should be preserved in 70-95% (v/v) analytical/reagent-grade
(undenatured) ethanol. The recommended ratio of ethanol to tissue is 10:1. The use of lower grade (laboratory or
industrial grade) ethanol is not recommended. If material cannot be fixed it may be frozen, but repeated freezing and

thawing should be avoided.

Standard sample collection, preservation and processing methods for molecular techniques can be found in Section B.5.5.
of Chapter 2.2.0 General information (diseases of crustaceans).

Informe de la reunion de la Comisién de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos / Febrero de 2023 157



3.5.3. Samples for histopathology, immunohistochemistry or in-situ hybridisation

Standard sample collection, preservation and processing methods for histological techniques can be found in Section 5.3
of Chapter 2.2.0.

3.5.4. Samples for other tests

No scientifically confirmed reports.
3.6. Pooling of samples

Pooling of samples from more than one individual animal for a given purpose should only be recommended where robust
supporting data on diagnostic sensitivity and diagnostic specificity have been evaluated and found to be suitable. The effect of
pooling on diagnostic sensitivity has not been thoroughly evaluated, therefore, larger shrimp should be processed and tested
individually. Small life stages such as PL or specimens up to 0.5 g can be pooled to obtain the minimum amount of material for
H. penaei molecular detection.

4. Diagnostic methods

The methods currently available for pathogen detection that can be used in i) surveillance of apparently healthy animals, ii)
presumptive diagnosis in clinically affected animals and iii) confirmatory diagnostic purposes are listed in Table 4.1. by animal life
stage.

Ratings for purposes of use. For each recommended assay a qualitative rating for the purpose of use is provided. The ratings are
determined based on multiple performance and operational factors relevant to application of an assay for a defined purpose. These
factors include appropriate diagnostic performance characteristics, level of assay validation, availability cost, timeliness, and sample
throughput and operability. For a specific purpose of use, assays are rated as:

+++ = Methods are most suitable with desirable performance and operational characteristics.

++ = Methods are suitable with acceptable performance and operational characteristics under most
circumstances.

+= Methods are suitable, but performance or operational characteristics may limit application under some
circumstances.

Shaded boxes = Not appropriate for this purpose.

Validation stage. The validation stage corresponds to the assay development and validation pathway in chapter 1.1.2. The validation
stage is specific to each purpose of use. Where available, information on the diagnostic performance of recommended assays is
provided in Section 6.3.

WOAH Reference Laboratories welcome feedback on diagnostic performance of recommended assays, in particular PCR methods.
Of particular interest are any factors affecting expected assay sensitivity (e.g. tissue components inhibiting amplification) or expected
specificity (e.g. failure to detect particular genotypes, detection of homologous sequences within the host genome). These issues
should be communicated to the WOAH Reference Laboratories so that advice can be provided to diagnostic laboratories and the
standards amended if necessary.
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Table 4.1. WOAH recommended diagnostic methods and their level of validation for surveillance of apparently healthy animals and investigation of clinically affected animals

C. Confirmatory diagnosis! of a suspect result from

B. Presumptive diagnosis of clinically affected
surveillance or presumptive diagnosis

A. Surveillance of apparently healthy animals

animals
Method
Early life Juveniles? Adults Lv Early life Juveniles? Adults Lv Barly life Juveniles? Adults LV
stages? stages? stages?
Wet mounts + + NA
Histopathology ++ ++ NA
Cell culture
Real-time PCR ++ +++ +++ 1 ++ +++ +++ 1 ++ ++ ++ 1
Conventional PCR ++ ++ 4 ++ + 1 ++ +++ +++ 1 ++ et et 1
Conventional PCR followed by
- " +++ +++ +H+ 1
amplicon sequencing
In-situ hybridisation + ++ ++ NA + ++ ++ NA
Bioassay + + + NA + + + NA
LAMP
Ab-ELISA
Ag-ELISA
Other antigen detection
methods®
Other methods?

LV = level of validation, refers to the stage of validation in the WOAH Pathway (chapter 1.1.2); NA = not available;
PCR = polymerase chain reaction; LAMP = loop-mediated isothermal amplification;
Ab- or Ag-ELISA = antibody or antigen enzyme-linked immunosorbent assay, respectively.
For confirmatory diagnoses, methods need to be carried out in combination (see Section 6). 2Susceptibility of early and juvenile life stages is described in Section 2.2.3.

3Specify-the testused-Shading indicates the test is inappropriate or should not be used for this purpose.
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4.1. Wet mounts

Wet mount squash examination of hepatopancreas tissue is generally conducted to detect presumptive infection with H. penaei.
The hepatopancreas may be atrophied and have any of the following characteristics: soft and watery; fluid filled centre; pale
colour with or without black stripes (melanised tubules). Hepatopancreatic tubules show deformity at the distal portion;
multifocal melanisation initially at the distal portion of the tubule and, later on, in the medial and proximal portion; reduced or
absence of lipid droplets (Lightner, 2012).

4.2. Histopathology and cytopathology
Histological methods can be useful for indicating acute and chronic infection with H. penaei.

Initial infection with H. penaei is difficult to diagnose using routine H&E histological methods. Therefore, molecular methods are
recommended for screening populations for infection with-initial H. penaei detection (e.g. by PCR or application of H. penaei-
specific DNA probes or in-situ hybridisation {SH} of histological sections).

Acute infection with H. penaei is characterised by atrophied hepatopancreas with moderate atrophy of the tubule epithelia,
presence of bacterial cells and infiltrating haemocytes involving one or more of the tubules (multifocal encapsulations).
Hypertrophic cells, individual epithelial cells, appeared to be separated from adjacent cells, undergo necrosis and desquamation
into the tubular lumen. The tubular epithelial cell lipid content is variable.

The transitional phase of infection with H. penaei is characterised by haemocytic inflammation of the intertubular spaces in
response to necrosis, cytolysis, and sloughing of hepatopancreas tubule epithelial cells. The hepatopancreas tubule epithelium is
markedly atrophied, resulting in the formation of large oedematous (fluid filled or ‘watery’) areas in the hepatopancreas. Tubule
epithelial cells within multifocal encapsulation are typically atrophied and reduced from simple columnar to cuboidal
morphology. They contain little or no stored lipid vacuoles, markedly reduced or no secretory vacuoles and masses of bacteria.
At this phase haemocyte nodules are observed in the presence of masses of bacteria in the centre of the nodule.

In the chronic phase of infection with H. penaei, tubular lesions, multifocal encapsulation and oedematous areas decline in
abundance and severity and are replaced by infiltration and accumulation of haemocytes at the sites of necrosis. There are areas

with fibrosis, few melanised and necrotic tubules and very low presence of hypertrophied cells with masses of bacteria in the
cytoplasm and low numbers of haemocyte nodules.

4.3. Cell culture for isolation
Hepatobacter penaei has not been grown iavitre-in cell culture. No crustacean cell lines exist (Vincent & Lotz, 2007).
4.4. Nucleic acid amplification

PCR assays should always be run with the controls specified in Section 5.5 Use of molecular and antibody-based techniques for

confirmatory testing and diagnosis of chapter 2.2.0 General information (diseases of crustaceans). Each sample should be tested
in duplicate.

PCR methods including PCR and real-time PCR have been developed that target several H. penaei genes including 16S rRNA and
flagella hook Flg-E genes (Aranguren & Dhar, 2018; Aranguren et al., 2010; Loy et al., 1996).

Extraction of nucleic acids

Numereus-Different kits and procedures can be used for nucleic acid extraction. The quality and concentration of the extracted
uclelc acid is |mportant and sheuld-can be checked using a suitable method as appropriate to the circumstances-using-epticat
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4.4.1. Real-time PCR

Real-time PCR methods for detection of H. penaei have the advantages of speed, specificity and sensitivity. The sensitivity
of real-time PCR is ~100 copies of the target sequence from the H. penaei genome (Aranguren & Dhar, 2018; Aranguren

et al., 2010; Vincent & Lotz, 2005).

Pathogen/ . . .

—— Primer/probe (5’3’ Concentration Cycling parameters
target gene -

Method 1: Aranguren et al., 2010; GenBank U65509

H. penaei/165 Fwd NHP1300F: CGT-TCA-CGG-GCC-TTG-TAC-AC 300 nM 40 cycles:
m Rev NHP1366R: GCT-CAT-CGC-CTT-AAA-GAA-AAG-ATA-A 100 nM 95°C/15 sec and 60°C/1

£258 Probe: CCG-CCC-GTC-AAG-CCA-TGG-AA min

Method 2: Aranguren & Dhar 2018; GenBank JQAJ01000001.1

H. penaei/ Fwd NHP FIgE3gF: AAC-ACC-CTG-TCT-CCC-CAA-TTC 500 nM 40 cycles:
Flagella hook Rev FIgE3qR: CCA-GCC-TTG-GAC-AAA-CAC-CTT 100 nM 95°C/1 sec and 60°C/20
gene-pretein Probe: CGC-CCC-AAA-GCA-TGC-CGC sec
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4.4.2. Conventional PCR

Hepatopancreas may be assayed for H. penaei using PCR. Two different PCR methods have been developed for H. penaei
detection using 16S rRNA gene and Flg-Eflagella hook gene separately.

Pathogen . . .

Pathogen/ Primer/prebe (5'=3’) Concentration Cycling parameters
target gene = = = = -
Method 1: Aranguren et al., 2010; GenBank Accession No.: MH230908.1; amplicon size 379 bp
H. penaei/16S Fwd NHPF2: CGT-TGG-AGG-TTC-GTC-CTT-CAG-T 200 nM 95°C 303’512728; 30 sec
T Tere— 95°C/30 sec, 60°C/30 sec
rRNA gene Rev NHPR2: GCC-ATG-AGG-ACC-TGA-CAT-CAT-C —_—

— and 72°C/30 sec
Method 2: Aranguren & Dhar, 2018; GenBank Accession No.: JQAJ01000001.1; amplicon size 333 bp
] 35 cycles,:
Fg;ﬁ% y Fwd FIgE 1143F: AGG-CAA-ACA-AAC-CCT-TG Soomy | 25°Cfor30sec, 62°Cor
T——— g Rev FIgE 1475R: GCG-TTG-GGA-AAG-TT ’ - 30 sec, and 72°C for 30
gene protein I = e
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4.4.3. Other nucleic acid amplification methods

None.

4.5. Amplicon sequencing

The size of the PCR amplicon should be verified, for example by agarose gel electrophoresis. Both DNA strands of the PCR product
must be sequenced and analysed in comparison with reference sequences.

4.6. In-situ hybridisation

The ISH method of Loy & Frelier (1996) and Lightner (1996) provides greater diagnostic sensitivity than do more traditional
methods for H. penaei detection and diagnosis of infection that employ classical histological methods (Lightner, 1996; Morales-
Covarrubias, 2010). The ISH assay of routine histological sections of acute, transition and chronic phase lesions in hepatopancreas
with a specific DIG-labelled DNA probe to H. penaei 16S rRNA provides a definitive diagnosis of infection with H. penaei (Lightner,
1996; Loy & Frelier, 1996; Morales-Covarrubias et al., 2006). Pathognomonic H. penaei positive lesions display prominent blue to
blue-black areas in the cytoplasm of affected cells when reacted with the DNA probes. (See Chapter 2.2.4 Infection with infectious
hypodermal and haematopoietic necrosis virus for details of the ISH method, and Chapter 2.2.0 Section B.5.3.ii for detailed
information on the use of Davidson’s AFA fixative.)

4.7. Immunohistochemistry

Immunohistochemistry (IHC) tests using monoclonal antibodies (MAbs) to H. penaei, according to the methods described in
Bradley-Dunlop et al. (2004), are-avaitable-exist for H. penaei detection.

4.8. Bioassay

Confirmation of infection with H. penaei may be accomplished by bioassay of suspect animals with SPF juvenile P. vannamei
serving as the indicator of the intracellular bacteria (Aranguren et al., 2010; Lightner, 2005). Oral protocols may be used. The oral
method is relatively simple to perform and is accomplished by feeding chopped hepatopancreas of suspect shrimp to SPF juvenile
P. vannamei in small tanks. The use of a negative control tank of indicator shrimp, which receive only a normal feed, is required.
When the hepatopancreas feeding (per os) protocol is used to bioassay for H. penaei, positive indicator shrimp (by gross signs
and histopathology) are typically apparent within 3—4 days of initial exposure, and significant mortalities occur by 3—8 days after
initial exposure. The negative control shrimp must remain negative (for at least 10—15 days) for gross or histological signs of
infection with H. penaei and unusual mortalities.

49. Antibody- or antigen-based detection methods

Serological tests are not applicable because shrimp are invertebrate animals that do not produce specific antibodies that could
be used to demonstrate infection by or prior exposure to H. penaei.
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4.10. Other methods
No scientifically confirmed reports.
5. Test(s) recommended for surveillance to demonstrate freedom in apparently healthy populations

Real-time PCR are-is the recommended test for surveillance to demonstrate freedom from infection with H. penaei in apparently
healthy populations as described in Section 4.4.1-and-4-4-2.

6. Corroborative diagnostic criteria

This section only addresses the diagnostic test results for detection of infection in the absence (Section 6.1.) or in the presence of
clinical signs (Section 6.2.) but does not evaluate whether the infectious agent is the cause of the clinical event.

The case definitions for a suspect and confirmed case have been developed to support decision making related to trade and
confirmation of disease status at the country, zone or compartment level. Case definitions for disease confirmation in endemically
affected areas may be less stringent. H-is—recommen ded-that-al-samples—that-yield-suspect-positivetestresultsinan—-otherwise

whetherornot-elinical-signsare-associated-with-the-ease: If a laberatery-Competent Authority does not have the eapaeity-capability
to undertake the necessary diagnostic tests it should seek advice from the appropriate WOAH Reference Laboratory, and if necessary

refer samples to that laboratory for confirmatory testing of samples from the index case in a country, zone or compartment
considered free.

6.1. Apparently healthy animals or animals of unknown health status *

Apparently healthy populations may fall under suspicion, and therefore be sampled, if there is an epidemiological link(s) to an
infected population. Hydrographical Geegraphieal-proximity to, or movement of animals or animal products or equipment, etc.,
from a known infected population equate to an epidemiological link. Alternatively, healthy populations are sampled in surveys
to demonstrate disease freedom.

6.1.1. Definition of suspect case in apparently healthy animals

The presence of infection with H. penaei shall be suspected if at least one of the following criteria is met:

i) A positive result by real-time PCR

ii) A positive result by conventional PCR

6.1.2. Definition of confirmed case in apparently healthy animals

The presence of infection with H. penaei is considered to be confirmed if at least one of the following criteria is met:

i) A positive result by two different probe-based real-time PCR tests targeting different region of the H. penaei
genome

ii)  Apositive result by real-time PCR and conventional PCR targeting different region of the H. penaei genome followed
by amplicon sequencing

6.2. Clinically affected animals
Clinical signs are not pathognomonic for a single disease; however, they may narrow the range of possible diagnoses.

6.2.1. Definition of suspect case in clinically affected animals

For example transboundary commodities.
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The presence of infection with H. penaei shall be suspected if at least one of the following criteria is met:

i)

ii)
i)
iv)

v)

s

Gross pathology or clinical signs consistent with H. penaei infection
Histopathology consistent with H. penaei infection

A positive result by real-time PCR

A positive result by conventional PCR

A positive result by in-situ hybridisation

A positive result by bioassay

6.2.2. Definition of confirmed case in clinically affected animals

The presence of infection with H. penaei is considered to be confirmed if at least at least one of the following criteria is
met:

i)

ii)

i)

A positive result by two different probe-based real-time PCR tests targeting different regions of the H. penaei
genome

A positive result by real-time PCR and conventional PCR targeting different regions of the H. penaei genome
followed by amplicon sequencing

A positive result by in-situ

hybridisation and real-time PCR

A positive result by in-situ hybridisation and conventional PCR followed by amplicon sequencing

6.3. Diagnostic sensitivity and specificity for diagnostic tests

The diagnostic performance of tests recommended for surveillance or diagnosis of infection with H. penaei are provided in Tables
6.3.1. and 6.3.2 (no data are currently available for either). This information can be used for the design of surveys for infection
with H. penaei, however, it should be noted that diagnostic performance is specific to the circumstances of each diagnostic
accuracy study (including the test purpose, source population, tissue sample types and host species) and diagnostic performance
may vary under different conditions. Data are only presented where tests are validated to at least level 2 of the validation
pathway described in Chapter 1.1.2. and the information is available within published diagnostic accuracy studies.

6.3.1. For presumptive diagnosis of clinically affected animals

Source Tissue or . -
Test type Test purpose populations sample types Species DSe (n) |DSp (n) | Reference test Citation
DSe = diagnostic sensitivity, DSp = diagnostic specificity, n = number of samples used in the study,
PCR: = polymerase chain reaction, ND = Not determined.
6.3.2. For surveillance of apparently healthy animals
Source Tissue or
Test t Test i D D Refi test Citati
est type est purpose populations sample types Species Se (n) Sp (n) eference tes itation
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DSe = diagnostic sensitivity, DSp = diagnostic specificity, n = number of samples used in the study,
PCR: = polymerase chain reaction.
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Please contact the WOAH Reference Laboratories for any further information on
infection with Hepatobacter penaei (necrotising hepatopancreatitis).

NB: FIRST ADOPTED IN 2012; MOST RECENT UPDATES ADOPTED IN 2017.
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Anexo 24. item 10.1.3. - Capitulo 2.2.4. Infeccién por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética
infecciosa (IHHNV)

CHAPTER 2.2.4.

INFECTION WITH INFECTIOUS HYPODERMAL
AND HAEMATOPOIETIC NECROSIS VIRUS

1. Scope

Infection with infectious hypodermal and haematopoietic necrosis virus means infection with the pathogenic agent Decapod

Qenstylhamagarvowrus 1, of the Genus Pensty/hamagarvowrus and Famlly Parvowr/da |n£eet—+99—mth—the—pat—hegemc—agent

2. Disease information
2.1. Agent factors

2.1.1. Aetiological agent

IHHNV is the smallest of the known penaeid shrimp viruses. The virion is a 20—22 nm, non-enveloped icosahedron, with
a density of 1.40 g mI™* in CsCl that contains linear single-stranded DNA with an estimated size of 3.9 kb (GenBank
NC 002190), and has a capsid with four polypeptides of molecular weight 74, 47, 39, and 37.5 kD (Bonami et al., 1990;
Nunan et al., 2000;-GenBank-NE-002190) .

At least two distinct genotypes of IHHNV have been identified (Tang et al., 2003): Type 1 is from the Americas and South-

East Asia (principally the Philippines) and Type 2 is from South-East Asia. These genotypes were shown to be are-infectious

to Penaeus vannamei and P. monodon (Tang et al., 2003). IHHNV genotypes in Ecuador and Peru were found to be within
a separate lineage of IHHNV type 2 genotypes circulating within these countries (Aranguen Caro et al., 2022). Two

sequences homologous to part of the IHHNV genome are found embedded in the genome of penaeids. These were
initially described as Type 3A from East Africa, India and Australia, and Type 3B from the western Indo-Pacific region
including Madagascar, Mauritius and Tanzania (Tang & Lightner, 2006; Tang et al., 2007). Tissues containing the IHHNV-
homologous sequences (also known as endogenous viral elements; Taengchaiyaphum et al., 2021) in the P. monodon
genome are not infectious to susceptible host species (Lightner et al., 2009; Tang & Lightner, 2006; Tang et al., 2007).
2.1.2. Survival and stability in processed or stored samples

IHHNYV is believed to be the most stable virus of the known penaeid shrimp viruses. Infected tissues remain infectious
after repeated cycles of freeze—thawing and after storage in 50% glycerine (Lightner, 1996; Lightner et al., 1987; Lightner
et al., 2009).

2.1.3. Survival and stability outside the host

No data.

For inactivation methods, see Section 2.4.5.
2.2. Host factors

2.2.1. Susceptible host species
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Species that fulfil the criteria for listing as susceptible to infection with IHHNV according to Chapter 1.5 of Aquatic Animal
Health Code (Aquatic Code) are: yellowleg shrimp (Penaeus californiensis), giant tiger prawn (Penaeus monodon),
northern white shrimp (Penaeus setiferus), blue shrimp (Penaeus stylirostris), and white leg shrimp (Penaeus vannamei).

2.2.2. Species with incomplete evidence for susceptibility
Species for which there is incomplete evidence to fulfil the criteria for listing as susceptible to infection with IHHNV

according to Chapter 1.5 of the Aquatic Code are: northern brown shrimp (Penaeus aztecus). Evidenee-istackingfor-this

7

In addition, pathogen-specific positive polymerase chain reaction (PCR) results have been reported in the following
organisms, but an active infection has not been demonstrated: giant-riverprawn{Macrobrachiumrosenbergii}-rorthern

gentd LHUHAA £ g

7

7

Famil Scientific name Common name
Achiridae Achirus mazatlanus Mazatlan sole
Centropomidae Centropomus medius blackfin snook
Cichlidae Oreochromis sp. tilapias
Clupeidae Lile stolifera Pacific pigquitinga
Gerreidae Gerres cinereus yellowfin mojarra
Palaemonidae Macrobrachium rosenbergii giant river prawn
Penaeus duorarum northern pink shrimp
Penaeus occidentalis western white shrimp
Penaeidae Penaeus japonicus kuruma prawn
Penaeus semisulcatus green tiger prawn
Artemesia longinaris Argentine stiletto shrimp
Pertuneidea-Portunidae Callinectes arcuatus Cuata swimcrab
Varunidae Hemigrapsus penicillatus

2.2.3. Likelihood of infection by species, host life stage, population or sub-populations

IHHNV has been detected in all life stages (i.e. eggs, larvae, postlarvae, juveniles and adults) of P. vannamei. Nauplii
produced from infected broodstock have a high prevalence of infection with IHHNV (Motte et al., 2003).

2.2.4. Distribution of the pathogen in the host

IHHNV targets gills, haematopoietic nodules and haemocytes, ventral nerve cord and ganglia, antennal gland tubule
epithelial cells, lymphoid organ, parenchymal cells, connective tissue cells and ovaries (Chayaburakul, 2005; Lightner,
1996; Lightner & Redman, 1998).

2.2.5. Aquatic animal reservoirs of infection

Some members of P. stylirostris and P. vannamei populations that survive IHHNV infection may carry the virus
subclinically and infect their progeny or other populations by vertical and horizontal transmission (Bell & Lightner, 1984;
Lightner, 1996; Motte et al., 2003).

2.2.6. Vectors

IHHNV was—found—in—wild—erabs-has been detected in many crustacean and non-crustacean species however their

an pepn a Neohe e-araniHata h hara era-no

et-al2017)-ts capacity t

o transmit virus is unknown.

2.3. Disease pattern

Informe de la reunion de la Comision de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos / Febrero de 2023 169



2.3.1. Mortality, morbidity and prevalence

The effects of infection with IHHNV varies among shrimp species and populations, where infections can be either acute
or chronic. For example, in unselected populations of P. stylirostris, infection with IHHNV results in acute, usually
catastrophic, disease with mortalities approaching 100%. Vertically infected larvae and early postlarvae do not become
diseased, but in approximately 35-day-old or older juveniles, gross signs of the disease may be observed, followed by
mass mortalities. In horizontally infected juveniles, the incubation period and severity of the disease is somewhat size-

or age-dependent, with young juveniles always being the most severely affected. Infected adults seldom show signs of
the disease or mortalities (Bell & Lightner, 1984; 1987; Lightner, 1996; Lightner et al., 1983).

In contrast, in populations of P. vannamei, some selected lines of P. stylirostris, and some populations of P. monodon,
infection with IHHNV results in a more subtle, chronic disease, runt-deformity syndrome (RDS), in which high mortalities
are unusual, but where growth suppression and cuticular deformities are common (Kalagayan et al., 1991; Sellars et al.,
2019). The severity and prevalence of RDS in infected populations of juvenile or older P. vannamei may be related to
infection during the larval or early postlarval stages.

There was no mortality or clinical signs of disease in P. vannamei, P. monodon or P. stylirostris when experimentally

challenged with IHHNV genotypes from Ecuador and Peru{Aranguen-Care-etal2022}. The IHHNV genotypes were found
to be within a separate lineage of IHHNV type 2 genotypes circulating within these countries (Aranguen Caro et al., 2022).

In the past, stocks of P. stylirostris, juveniles, subaduls—and adults showed persistently high mortality rates due to
infection with IHHNV. However, selected lines of P. stylirostris do not show mortality and appear to be tolerant to this

In regions where the virus is enzootic in wild stocks, the prevalence of IHHNV has been found in various surveys to range
from 0 to 100%. Some reported mean values for IHHNV prevalence in wild stocks are: 26% and 46% in P. stylirostris in the
lower and upper Gulf of California, respectively (Pantoja et al., 1999); 100% and 57%, respectively, in adult female and
adult male P. stylirostris from the mid-region of the Gulf of California (Morales-Covarrubias et al., 1999); 28% in wild P.
vannamei collected from the Pacific coast of Panama (Nunan et al., 2001); from 51 to 63% in P. vannamei collected from
the Pacific coasts of Ecuador, Colombia and Panama (Motte et al., 2003), and from 6 to 63% in P. vannamei broodstock
and 49.5% in post-larvae from Mexico (Fernando et al., 2016). In farms where IHHNV is present, its prevalence can range
from very low to 100%, but high prevalence is typical (Aly et al., 2021; Chayaburakul et al., 2004; Lightner, 1996; Lightner
et al., 1983).

2.3.2. Clinical signs, including behavioural changes

Animals with this disease may show one or more of these signs, but the pathogen may still be present in the absence of
any signs. Clinical signs are non-specific, but juvenile P. stylirostris with acute infection with IHHNV show a marked
reduction in food consumption, followed by changes in behaviour and appearance. Shrimp of this species infected with
IHHNV have been observed to rise slowly in culture tanks to the water surface, where they become motionless and then
roll-over and slowly sink (ventral side up) to the tank bottom. Shrimp exhibiting this behaviour may repeat the process
for several hours until they become too weak to continue, or until they are attacked and cannibalised by their healthier
siblings.

Certain cuticular deformities, specifically a deformed rostrum bent to the left or right, which may be presented by P.

vannamei and P. stylirostris with RDS, are indicative of infection with IHHNV-{see-Section2:3-3-Gross-pathology—tnfection
with-HHHNV-in-Penaeus-vannamel}. However, this clinical sign is not always apparent in shrimp populations chronically
infected with IHHNV.

In acute disease, P. stylirostris may present behavioural changes {see-Section-2-3-3-Grosspathologytnfection-with-HHHNY
in-RPenaeus-stylirestris}-but with RDS, no consistent behavioural changes have been reported for affected shrimp.
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Infection with IHHNV interferes with normal egg, larval, and postlarval development. When broodstock are used from
wild or farmed stocks where the disease is enzootic, hatching success of eggs may be reduced, and survival and culture
performance of the larval and postlarval stages lowered (Motte et al., 2003).

2.3.3. Gross pathology

as3 ! 3 - don: Juvenlle shrlmp W|th RDS may dlsplay a bent
(45°to 90o bend to left or right) or otherwise deformed rostrum, a deformed sixth abdominal segment, wrinkled antennal
flagella, cuticular roughness, ‘bubble-heads’, and other cuticular deformities. Populations of juvenile shrimp with RDS
display disparate growth with a wide distribution of sizes and many smaller than expected (‘runted’) shrimp. The
coefficient of variation (CV = the standard deviation divided by the mean of different size groups within a population) for
populations with RDS is typically greater than 30% and may approach 90%, while populations of juvenile P. vannamei and
P. stylirostris free from infection with IHHNV (and thus RDS-free) usually show CVs of 10-30% (Lightner, 1996; Primavera
& Quinitio, 2000).

2.3.4. Modes of transmission and life cycle

Transmission of IHHNV can be by horizontal or vertical. Horizontal transmission has been demonstrated by cannibalism
or by contaminated water (Lightner, 1996; Lightner et al., 1983), and vertical transmission via infected eggs (Motte et al.,
2003).

2.3.5. Environmental factors

The replication rate of IHHNV at high water temperatures was significantly reduced in a study in which viral replication
was compared in P. vannamei experimentally infected and held at 24°C and 32°C. After a suitable incubation period,
shrimp held at 32°C had approximately 102 times lower viral load than shrimp held at 24°C (Montgomery-Brock et al.,
2007).

2.3.6. Geographical distribution
Infection with IHHNV has been reported from cultured shrimp in most of the major shrimp-culturing regions of the world

including Asia, Oceania, North and South America and the Middle East.

IHHNV homologous sequences have been found within the genome of P. monodon from East Africa, Australia, and the
western Indo-Pacific region (Tang & Lightner, 2006; Tang et al., 2007). These sequences do not represent viral DNA (refer
Section 2.1.1 Aetiological agent).

See WOAH WAHIS (https://wahis.woah.org/#/home) for recent information on distribution at the country level.
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2.4. Biosecurity and disease control strategies

2.4.1. Vaccination

None available.

2.4.2. Chemotherapy including blocking agents

No scientifically confirmed reports.

2.4.3. Immunostimulation

No scientifically confirmed reports.

2.4.4. Breeding resistant strains

Selected stocks of P. stylirostris that are resistant to infection with IHHNV have been developed and these have had some
successful application in shrimp farms (Lightner, 1996). However, lines of P. stylirostris bred for resistance to infection
with IHHNV (Tang et al., 2000) do not have increased resistance to other diseases, such as white spot syndrome virus
(WSSV), so their use has been limited. In some stocks a genetic basis for IHHNV susceptibility in P. vannamei has been
reported (Alcivar-Warren et al., 1997).

2.4.5. Inactivation methods
IHHNV is a stable shrimp virus; infected tissues remain infectious after repeated cycles of freeze—thawing and after
storage in 50% glycerine (Lightner, 1996; Lightner et al., 2009).

2.4.6. Disinfection of eggs and larvae

IHHNV is transmitted vertically by the transovarian route (Motte et al., 2003). Disinfection of eggs and larvae is good
management practice (Chen et al., 1992) that may reduce IHHNV contamination of spawned eggs and larvae but is not
effective for preventing transovarian transmission of IHHNV (Motte et al., 2003).

2.4.7. General husbandry

Some husbandry practices have been successful in preventing the spread of IHHNV. Among these has been the application
of PCR pre-screening of wild or pond-reared broodstock or their spawned eggs/nauplii and discarding those that test
positive for the virus (Motte et al., 2003), as well as the development of specific pathogen-free (SPF) shrimp stocks of P.
vannamei and P. stylirostris (Lightner, 2005). The latter has proven to be the most successful husbandry practice for the
prevention and control of infection with IHHNV (Lightner, 2005).

3. Specimen selection, sample collection, transportation and handling

This section draws on information in Sections 2.2, 2.3 and 2.4 to identify populations, individuals and samples that are most likely to
be infected.

3.1. Selection of populations and individual specimens

life stages, virus load trfection-with-HHHNV-may be below detection limits in spawned eggs and IarvaI stages, so these life stages
are not suitable for surveillance to demonstrate freedom from infection with IHHNV.

3.2. Selection of organs or tissues

IHHNV infects tissues of ectodermal and mesodermal origin. The principal target tissues for IHHNV include connective tissue cells,
the gills, haematopoietic nodules and haemocytes, ventral nerve cord and ganglia, antennal gland tubule epithelial cells, and
lymphoid organ parenchymal cells (Lightner, 1996; Lightner & Redman, 1998). Hence, whole shrimp (e.g. larvae or postlarvae) or
tissue samples containing the aforementioned target tissues are suitable for most tests using molecular methods.
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3.3.  Samples or tissues not suitable for pathogen detection

Enteric tissues (e.g. the hepatopancreas, the midgut or its caeca) are inappropriate samples for detection of IHHNV (Lightner,
1996; Lightner & Redman, 1998). Shrimp eyes contain PCR inhibitors and their use should be avoided.

3.4. Non-lethal sampling

Haemolymph or excised pleopods may be collected and used for testing when non-lethal testing of valuable broodstock is
necessary (Lightner, 1996; Lightner & Redman, 1998).

If non-lethal tissue sample types differ from recommended tissues (see Section 3.2.), or from the tissue samples used in validation
studies, the effect on diagnostic performance should be considered.

3.5. Preservation of samples for submission

For routine histology or molecular assays, and guidance on preservation of samples for the intended test method see Chapter
2.2.0.

3.5.1. Samples for pathegen-iselation-bioassay

The sueecess-of pathogen-iselationandresults of bioassay depend strongly on the quality of samples (time since collection
and time in storage). Fresh specimens should be kept on ice and preferably sent to the laboratory within 24 hours of
collection. To avoid degradation of samples, use alternative storage methods only after consultation with the receiving
laboratory.

3.5.2. Preservation of samples for molecular detection

Standard sample collection, preservation and processing methods for histelegieatmolecular techniques can be found in
Section B.2-5-5.5. of Chapter 2.2.0 General information (diseases of crustaceans).

3.5.3. Samples for histopathology, immunohistochemistry or in-situ hybridisation

Standard sample collection, preservation and processing methods for histological techniques can be found in Section
B.2:2-5.3 of Chapter 2.2.0 General information (diseases of crustaceans).

3.5.4. Samples for other tests

Not relevant.
3.6. Pooling of samples

Pooling of samples from more than one individual animal for a given purpose should only be recommended where robust
supporting data on diagnostic sensitivity and diagnostic specificity have been evaluated and found to be suitable. The effect of
pooling on diagnostic sensitivity has not been thoroughly evaluated, therefore, larger shrimp should be processed and tested
individually. Small life stages such as PL can be pooled to obtain the minimum amount of material for virus-iselation-er-molecular
detection.

4. Diagnostic methods

The methods currently available for pathogen detection that can be used in i) surveillance of apparently healthy animals, ii)
presumptive diagnosis in clinically affected animals and iii) confirmatory diagnostic purposes are listed in Table 4.1. by animal life
stage.

Ratings for purposes of use. For each recommended assay a qualitative rating for the purpose of use is provided. The ratings are
determined based on multiple performance and operational factors relevant to application of an assay for a defined purpose. These
factors include appropriate diagnostic performance characteristics, level of assay validation, availability cost, timeliness, and sample
throughput and operability. For a specific purpose of use, assays are rated as:
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+4+ = Methods are most suitable with desirable performance and operational characteristics.

++ = Methods are suitable with acceptable performance and operational characteristics under most
circumstances.

+= Methods are suitable, but performance or operational characteristics may limit application under some
circumstances.

Shaded boxes = Not appropriate for this purpose.

Validation stage. The validation stage corresponds to the assay development and validation pathway in chapter 1.1.2. The validation
stage is specific to each purpose of use. Where available, information on the diagnostic performance of recommended assays is
provided in Section 6.3.

WOAH Reference Laboratories welcome feedback on diagnostic performance of recommended assays, in particular PCR methods.
Of particular interest are any factors affecting expected assay sensitivity (e.g. tissue components inhibiting amplification) or expected
specificity (e.g. failure to detect particular genotypes, detection of homologous sequences within the host genome). These issues
should be communicated to the WOAH Reference Laboratories so that advice can be provided to diagnostic laboratories and the
standards amended if necessary.
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Table 4.1. WOAH recommended diagnostic methods and their level of validation for surveillance of apparently healthy animals and investigation of clinically affected animals

A.  Surveillance of apparently healthy animals

B.  Presumptive diagnosis of clinically

affected animals

C. Confirmatory diagnosis! of a suspect result from
surveillance or presumptive diagnosis

Method
Early Ilfze Juveniles? Adults Lv Early I|f2e Juveniles? Adults Lv Early I|f2e Juveniles? Adults Lv
stages stages stages
Wet mounts
Histopathology ++ ++ NA -+ -+ NA
Cell culture
Real-time PCR ++ +++ +++ 1 ++ +++ +++ 1 ++ ++ ++ 1
Conventional PCR + ++ ++ 1 ++ ++ ++ 1 ++ ++ ++ 1
Conventional PCR followed by
_———— +++ +++ +++ 1
amplicon sequencing
In-situ hybridisation + + 1 ++ ++ 1
Bioassay + + + NA
LAMP
Ab-ELISA
Ag-ELISA

Other antigen detection
methods?

Other methods?

LV = level of validation, refers to the stage of validation in the WOAH Pathway (chapter 1.1.2); NA = not available; PCR = polymerase chain reaction;

LAMP = loop-mediated isothermal amplification; Ab- or Ag-ELISA = antibody or antigen enzyme-linked immunosorbent assay, respectively.
!For confirmatory diagnoses, methods need to be carried out in combination (see Section 6). 2Susceptibility of early and juvenile life stages is described in Section 2.2.3.
3Specify the test used. Shading indicates the test is inappropriate or should not be used for this purpose.
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4.1. Wet mounts

No reliable methods have been developed for direct microscopic pathology.

4.2. Histopathology and cytopathology

Presumptive acute infections in P. stylirostris can be readily diagnosed using routine haematoxylin and eosin (H&E) stained
sections whereas chronic infection are much more difficult to diagnose using these staining methods. For diagnosis of chronic
infections and confirmation of acute infections however, the use of molecular methods is required for IHHNV detection (e.g. by
PCR or application of IHHNV-specific DNA probes to dot-blot hybridisation tests or in-situ hybridisation [ISH] of histological
sections).

Histological demonstration of prominent intranuclear, Cowdry type A inclusion bodies, provides a provisional diagnosis of infection
with IHHNV. These characteristic IHHNV inclusion bodies are eosinophilic and often haloed (with H&E stains of tissues preserved
with fixatives that contain acetic acid, such as Davidson’s AFA and Bouin’s solution) (Bell & Lightner, 1988; Lightner, 1996),
intranuclear inclusion bodies within chromatin-marginated, hypertrophied nuclei of cells in tissues of ectodermal (epidermis,
hypodermal epithelium of fore- and hindgut, nerve cord and nerve ganglia) and mesodermal origin (haematopoietic organs, antennal
gland, gonads, lymphoid organ, and connective tissue). Intranuclear inclusion bodies caused by infection with IHHNV may be easily
confused with developing intranuclear inclusion bodies caused by WSSV infection. ISH assay (see Section 4.6 In-situ hybridisation)
of such sections with a DNA probe specific to IHHNV provides a definitive diagnosis of infection with IHHNV (Lightner, 1996a; 2011;
Lightner & Redman, 1998a).

The use of Davidson’s fixative (containing 33% ethyl alcohol [95%], 22% formalin [approximately 37% formaldehyde], 11.5%
glacial acetic acid and 33.5% distilled or tap water) is highly recommended for all routine histological studies of shrimp (Bell &
Lightner, 1988; Lightner, 1996a). To obtain the best results, dead shrimp should not be used. Only live, moribund, or compromised
shrimp should be selected for fixation and histological examination. Selected shrimp are killed by injection of fixative directly into
the hepatopancreas; the cuticle over the cephalothorax and abdomen just lateral to the dorsal midline is opened with fine-
pointed surgical scissors to enhance fixative penetration (the abdomen may be removed and discarded), the whole shrimp (or
cephalothorax) is immersed in fixative for 24 to 48 hours, and then transferred to 70% ethyl alcohol for storage. After transfer to
70% ethyl alcohol, fixed specimens may be transported by wrapping in cloth or a paper towel saturated with 70% ethyl alcohol
and packed in leak-proof plastic bags.

4.3. Cell culture for isolation

IHHNV has not been grown in vitro. No crustacean cell lines exist.

4.4, Nucleic acid amplification

PCR assays should always be run with the controls specified in Section 5.5 Use of molecular and antibody-based techniques for

confirmatory testing and diagnosis of Chapter 2.2.0 General information (diseases of crustaceans). Each sample should be tested
in duplicate.

Extraction of nucleic acids

Numereus-different kits and procedures can be used for nucleic acid extraction. The guality and concentration of the extracted
nucleic acid is important and can shewld-be checked using a suitable method as appropriate to the circumstances-eptical-density
orruRRirea-gel,

There are multiple geegraphieal-variants of IHHNV, some of which are not detected by alefthe-some available methods. Two
primer sets, 392F/R and 389F/R, are the most suitable for detecting all the known genetic variants of IHHNV (Tang et al., 2000;
2007). However, these tests also detect non-infectious endogenous viral elements (EVE) within the P. monodon genome
(previously known as types 3A and 3B), which are inserted into the genome of certain stocks of P. monodon from the western
Indo-Pacific, East Africa, Australia and India (Saksmerprome et al., 2011; Taengchaiyaphum et al., 2022; Tang & Lightner, 2006;
Tang et al., 2007). As these PCR methods may result in positive test results in uninfected P. monodon, positive results should be
confirmed by a method that detects IHHNV but not the IHHNV-related EVEs.
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PCR primers have been developed that can detect the IHHNV sequence but do not amplify IHHNV-related EVEs present in the P.
monodon stocks from Africa, Australia (Tang et al., 2007), or Thailand (Saksmerprome et al., 2011). Primer set 309F/R amplifies
only a genomic segment of IHHNV types 1 and 2-{the-infectiousforms-oftHHNVY, but not the non-infectious EVEs within the P.
monodon genome (Tang & Lightner, 2006; Tang et al., 2007). PrimersetMG831E/Rreacts-only-with-nen-infectiousEVEs-within
the-P-menodengenome{Tanget-al—2007-Hence, confirmation of unexpected positive or negative PCR results for IHHNV with

a second primer set, or use of another diagnostic method (i.e. histology, bioassay, ISH) is highly recommended.

4.4.1. Real-time PCR

Real-time PCR methods have been developed for the detection of IHHNV (Dhar et al.,, 2001; Tang & Lightner, 2001). A
highly-sensitive-SYBR Green real-time PCR targeting a segment of the IHHNV genome thatis-considered less susceptible
to endogenisation was developed (Encinas-Garcia et al., 2015). Mere—+ecently; A TagMan real-time assay eapable—of
developed to differentiate endegeneus—virus—element-EVEs from infectious form of IHHNV in P. monodon has been
reported (Cowley et al., 2018); however, analysis of a P. monodon whole genome sequence has identified 100% primer
and probe sequence matches to EVEs (Taengchaiyaphum et al., 2022). The real-time PCR method using FaghMan-chermistry
described in Table 4.4.1 below-fortHHNV generally follows the method used in Tang & Lightner (2001).

Table 4.4.1. Primers and probes for real-time PCR detection of IHHNV

Pathogen/ Cycling
- Primer/probe (5'=3’ Concentration =
target gene - = parameters

Method 1* Tang & Lightner, 2001; GenBank Accession No.: Ace—Ne-AF218266

Fwd IHHNV1608F: TAC-TCC-GGA-CAC-CCA-ACC-A

IHHNV and [HHNV-

W Rev IHHNV1688R: GGC-TCT-GGC-AGC-AAA-GGT-AA 40 cveles of:
- 300 nM primers —
. 95°C/1 sec and

150 nM probe
- 60°C/20 sec

non-structural

rotein Probe: FAM-ACC-AGA-CAT-AGA-GCT-ACA-ATC-CTC-GCC-TAT-TTG-

TAMRA

4.4.2. Conventional PCR
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Several one-step PCR methods (Krabsetsve et al., 2004; Nunan at al., 2000; Shike et al., 2000; Tang et al., 2000; 2007),
and a number of commercial PCR kits are available for IHHNV detection. Nested methods are also available. In addition
to IHHNV, some of these methods will amplify EVEs in Penaeus monodon. Positive results in P. monodon should be
followed up with other methods that will not react with EVEs. athe-eventthatresulis-are-ambiguous-using-the-389F/R

HHHY P 5 o geatodsep o34
R

Table 4.4.2.1. Recommended primer sets for ene-step-conventional PCR detection of IHHNV

Pathogen /
= Primerfprebe (5'=3’) Concentration Cycling parameters
target gene - = - -

Method 1* Tang et al., 2007; GenBank Accession No.: Aee—Ne-AF218266; amplicon size 389 bp-preduet

W Fud 389F: CGE-AMC-ACA-ACCLGACTTTA 200 M 94°C 3?)55%58"?:30 sec
EVEs 94°C/30 sec, 60°C/30 sec,
. Rev 389R: GGC-CAA-GAC-CAA-AAT-ACG-AA o

Non-structural protein and 72°C/30 sec

Method 2* Nunan et al., 2000; GenBank Accession No.: Aee—Ne-AF218266; amplicon size 356 bp-preduet

IHHNV and IHHNV-related
EVEs Ewd 770128 35 cycles of:
Between the non-structural S 1000 nM 95°C/30 sec, 60°C/30 sec

- - - Rev 77353R: GGE-FCF-GGE-AGE-AAA-GGT-AATCG- "
and capsid protein-coding and 72°C/30 sec
and capsid .roteln codin TAC-TGG-CTG-TTC-ATC and 72°C/30 sec
regions -

Method 3* Tang et al., 2000; GenBank Accession No.: Aee—Ne-AF218266; amplicon size 392 bp-preduet

IHHNV and IHHNV-related a”dE'\t';NV'rdated Fwd 392F: GGG-CGA-ACC-AGA-ATC-ACT-TA 200 M o5 3#7255;‘::’;0?3 0cec

EVEs 95°C/30 sec, 60°C/30 sec,

== _ Rev 392R: ATC-CGG-AGG-AAT-CTG-ATG-TG S
Non-structural protein - and 72°C/30 sec

Method 4 Tang et al., 2007; GenBank Accession No.: Aee—Ne-AF218266; amplicon size 309 bp-preduet

IHHNV Fwd 309F: TCC-AAC-ACT-TAG-TCA-AAA-CCA-A 200 ourc 3#7255;(:?;?:3 0sec
94°C/30 sec, 55°C/30 sec,
ORF1 Rev 309R: TGT-CTG-CTA-CGA-TGA-TTA-TCC-A

— - and 72°C/30 sec

References
389F 389-bp CGG-AAC-ACA-ACC-CGA-CTT-TA 50%/72°C AF218266 Allgenetic-variants-of HHHNV
389R GGC-CAA-GAC-CAA-AAT-ACG-AA 45%/71°C {(Tang-etal;2007)  andHHNV-related EVEs
77012F 356-bp ATC-GGT-GCA-CTA-CTC-GGA 50%/68°C AF218266 Notgiven-in-the reference
77353R TCG-TAC-TGG-CTG-TTC-ATC 550%4/63°C MNonran-etal—2000}
392F 392 bp GGG-CGA-ACC-AGA-ATC-ACT-TA 50%/68°C AF218266 Allgenetic-variants-of IHHNV and
1HHNV-related EVES
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309F 309bp TCC-AAC-ACT-TAG-TCA-AAA-CCA-A  36%/68°C AF218266 IHHNV but not HHHNV-related EVES
MG831F 831bp  TTG-GGG-ATG-CAG-CAATAT-CT  45%/58°C DQ228358 IHHNV-related EVES but-not HHHNY
MG831R GTC-CAT-CCA-CTG-ATC-GGA-CT  55%/62°C  (Tangetak,2007)

4.4.3. Other nucleic acid amplification methods

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) assays and a real-time isothermal recombinase polymerase amplification
(RPA) assay are-available to detect and-confirm-IHHNV infeetion-have been published (Arunrut et al., 2011; Sun et al.,
2006; Xia et al., 2015), however, they are currently not recommended as they are not sufficiently validated.
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4.5. Amplicon sequencing

The size of the PCR amplicon should be-is-verified, for example by agarose gel electrophoresis;-and-purified-by-exeisionfrom-this
gel. Both DNA strands must be sequenced and analysed and-compared-with-published-in comparison with reference sequences.

4.6. In-situ hybridisation

Direct detection methods using DNA probes specific for IHHNV are available in dot-blot and ISH formats. The ISH method uses a
DIG-labelled DNA probe for IHHNV and generally follows the methods outlined in Mari et al. (1993) and Lightner (1996).

Gene probe and PCR methods provide greater diagnostic specificity and sensitivity than traditional techniques that employ classic
histological approaches. Furthermore, these methods have the added advantage of being applicable to non-lethal testing of

valuable broodstock shrimp. A haemolymph sample may be taken with a tuberculin syringe, or an appendage (a pleopod for
example) may be biopsied (Bell et al., 1990), and used as the sample for a dot-blot hybridisation test.

4.7. Immunohistochemistry

Not relevant.

4.8. Bioassay
If SPF shrimp are available, the following bioassay method is based on Tang et al. (2000), is suitable for IHHNV diagnosis.

i) For bioassay, feed the minced shrimp tissue suspected of being infected with IHHNV to the indicator shrimp species (e.g.
SPF P. vannamei and P. stylirostris at the PLs or juvenile stage) at 10% of their body weight twice daily for 1 days.

ii) For the following, the indicator shrimp were maintained on a pelletised ration.

iii)  Examine moribund shrimp grossly or by using the methods described above. There may be no apparent mortality during
the experimental period.

iv)  If at 30 days after feeding there are still no moribund shrimp and all molecular test results are negative, then it is safe to
conclude that the bioassay results are negative.

Known IHHNV positive and negative control groups should be included in the bioassay.
4.9. Antibody- or antigen-based detection methods
None has been successfully developed.
4.10. Other methods
Not available.
5. Test(s) recommended for surveillance to demonstrate freedom in apparently healthy populations

Conventional PCR and/or real-time PCR are the recommended test for surveillance to demonstrate freedom from infection with
IHHNV in apparently healthy populations as described in Sections 4.4.1 and 4.4.2.

6. Corroborative diagnostic criteria

This section only addresses the diagnostic test results for detection of infection in the absence (Section 6.1.) or in the presence of
clinical signs (Section 6.2.) but does not evaluate whether the infectious agent is the cause of the clinical event.
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The case definitions for a suspect and confirmed case have been developed to support decision making related to trade and
confirmation of disease status at the country, zone or compartment level. Case def|n|t|ons for dlsease conflrmat|on in endem|ca|ly
affected areas may be less stringent.

whe%he#er—net—elmrea#sg%e—as&ee&a%ed—w&h—the—ea&e— If a labe#ate#y—Competent Author|ty does not have the ea-pae+t—y— apablllty
to undertake the necessary diagnostic tests it should seek advice from the appropriate WOAH Reference Laboratory, and if necessary.

refer samples to that laboratory for confirmatory testing of samples from the index case in a country, zone or compartment
considered free.

6.1. Apparently healthy animals or animals of unknown health status?*

Apparently healthy populations may fall under suspicion, and therefore be sampled, if there is an epidemiological link(s) to an
infected population. Geegraphieal-Hydrographical proximity to, or movement of animals or animal products or equipment, etc.,
from a known infected population equate to an epidemiological link. Alternatively, healthy populations are sampled in surveys
to demonstrate disease freedom.

6.1.1. Definition of suspect case in apparently healthy animals
The presence of infection with IHHNV shall be suspected if at least one of the following criteria is met:

i) Positive result by conventional PCR

ii)  Positive result by real-time PCR

6.1.2. Definition of confirmed case in apparently healthy animals

The presence of infection with IHHNV is considered to be confirmed if atteast-ene-of the following criterion eriteria-is
met:

i) Positive result by real-time PCR and a positive result by conventional PCR targeting-nen-everlappingregions-of-the
viral-geneme-and-followed by amplicon sequencing

6.2  Clinically affected animals
Clinical signs are not pathognomonic for a single disease; however they may narrow the range of possible diagnoses.

6.2.1. Definition of suspect case in clinically affected animals

The presence of infection with IHHNV shall be suspected if at least one of the following criteria is met:

i) Gross pathology or clinical signs associated with the disease as described in this chapter, with or without elevated
mortality

ii) Histopathology consistent with IHHNV infection

iii Positive result by conventional PCR

#itiv) Positive result by real-time PCR

) . . . N infecti
V) Positive result by in-situ hybridisation

vi) _ Positive result by bioassay

For example transboundary commodities.
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6.2.2. Definition of confirmed case in clinically affected animals

The presence of infection with IHHNV is considered to be confirmed if at least one of the following criteria is met:

i) Positive result by real-time PCR and a positive result by conventional PCR targeting-ron-everlappingregions-ofthe
viral-geneme-and-followed by amplicon sequencing

i) Histepathelogy-consistentwith-HHHNV infection-coupled-with-A positive result by in-situ hybridisation and deteetien
ofHHHNV a positive result by real-time PCR

iii) Histopatheolegy-consistentwith-HHHNV-nfection-coupled-with-A positive result by in-situ hybridisation and detection
of HHHNV-by a positive result by conventional PCR and-followed by amplicon sequencing

6.3. Diagnostic sensitivity and specificity for diagnostic tests [under study]

The diagnostic performance of tests recommended for surveillance or diagnosis of infection with IHHNV is provided in Table 6.3.1
(rene-no data are currently available for either). This information can be used for the design of surveys for infection with IHHNV,
however, it should be noted that diagnostic performance is specific to the circumstances of each diagnostic accuracy study
(including the test purpose, source population, tissue sample types and host species) and diagnostic performance may vary under
different conditions. Data are only presented where tests are validated to at least level 2 of the validation pathway described in
Chapter 1.1.2 and the information is available within published diagnostic accuracy studies.

6.3.1. For presumptive diagnosis of clinically affected animals

Test . Tissue or X DSe DSp Reference L
Test type Source populations Species Citation
purpose sample types (n) (n) test
DSe = diagnostic sensitivity, DSp = diagnostic specificity, n = number of samples used in the study,
PCR: = polymerase chain reaction.
6.3.2. For surveillance of apparently healthy animals
Source Tissue or . .
Test type | Test purpose R Species DSe (n) |DSp (n) | Reference test Citation
populations sample types

DSe = diagnostic sensitivity, DSp = diagnostic specificity, n = number of samples used in the study,
PCR: = polymerase chain reaction.
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Anexo 25. item 10.1.4. — Capitulo 2.2.5. Infeccién por el virus de la mionecrosis infecciosa

CHAPTER 2.2.5.

INFECTION WITH
INFECTIOUS MYONECROSIS VIRUS

1. Scope

Infection with infectious myonecrosis virus means infection with the pathogenic agent infectious myonecrosis virus (IMNV) that is
tentatively assigned to the Family Totiviridae.

2. Disease information

2.1. Agent factors

2.1.1. Aetiological agent

elesely—rekated—te—émdfe—lemb#e—w#us— tentatlvelv assw.ned to the famllv Tothlr/dae-a—membef—ef—the—faﬁmV—IevadGe
(Faugueteta,—2005; Lightner, 2011; Nibert, 2007; Poulos et al., 2006; Wickner et al., 2011).

IMNV particles are icosahedral in shape and 40 nm in diameter, with a buoyant density of 1.366 g
ml~t in caesium chloride. The genome consists of a single, double-stranded (ds) RNA molecule of 82268230 bp (Loy et
al., 2015; Naim et al., 2015). Sequencing of the viral genome reveals two non-overlapping open reading frames (ORFs).
The first ORF (ORF1, 470-5596 nt) encodes a putative RNA-binding protein and a capsid protein. The coding region of the
RNA-binding protein is located in the first half of ORF1 and contains a dsRNA-binding motif in the first 60 amino acids.
The second half of ORF1 encodes a capsid protein, as determined by amino acid sequencing, with a molecular mass of
106 kDa. The second ORF (ORF2, 5884—8133 nt) encodes a putative RdRp (Poulos et al., 2006). The most variable region
of IMNV genome is located in the first half of ORF1, coinciding with a region which probably encodes the capsid
protrusions (Dantas et al., 2015).

The complete genomes of IMNV types originating from Brazil and Indonesia have been sequenced and found to be 99.6%
identical at the nucleotide level (Poulos et al., 2006; Senapin et al., 2007). The 99.6% full genome sequence identity (and
anecdotal information on the introduction of Penaeus vannamei stocks from Brazil) indicate that the disease was
introduced from Brazil to Indonesia in 2006. A new genotype was analysed in infected samples in 2018 in Indonesia,
including an isolate that contains a deletion of 622 amino acids (Mai et al., 2019).

2.1.2. Survival and stability in processed or stored samples

No data.

2.1.3. Survival and stability outside the host

No information available.
For inactivation methods, see Section 2.4.5.
2.2. Host factors

2.2.1. Susceptible host species
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Species that fulfil the criteria for listing as susceptible to infection with IMNV according to Chapter 1.5 of Aquatic Animal
Health Code (Aquatic Code) are: brown tiger prawn (Penaeus esculentus), banana prawn (P. merguiensis), and whiteleg
shrimp (P. vannamei).

2.2.2. Species with incomplete evidence for susceptibility

Species for which there is incomplete evidence to fulfil the criteria for listing as susceptible to infection with IMNV

according to Chapter 1.5 of the Aquatic Code are: giant tiger prawn (Penaeus monodon) and blue shrimp (P. stylirostris).

In addition, pathogen-specific positive polymerase chain reaction (PCR) results have been reported in the following
organisms, but an active infection has not been demonstrated: southern brown shrimp (P. subtilis).

2.2.3. Likelihood of infection by species, host life stage, population or sub-populations

Juveniles and subadults of P. vannamei, farmed in marine, brackish, and low salinity brackish water, appear to be most
severely affected by infection with IMNV (Lightner, 2011; Lightner et al., 2004; Nunes et al., 2004; Poulos et al., 2006).
2.2.4. Distribution of the pathogen in the host

The principal target tissues for IMNV include the striated muscles (skeletal and less often cardiac), connective tissues,
haemocytes, and the lymphoid organ parenchymal cells (Lightner, 2011; Lightner et al., 2004; Poulos et al., 2006; Tang et
al., 2005).

2.2.5. Aquatic animal reservoirs of infection

Some members of populations of P. vannamei that survive IMNV infections or epizootics may carry the virus.

2.2.6. Vectors

Experimental studies have demonstrated that brine shrimp Artemia franciscana can act as a vector for IMNV (da Silva et
al., 2015).

2.3. Disease pattern

2.3.1. Mortality, morbidity and prevalence

In early juvenile, juvenile, or adult P. vannamei in regions where infection with IMNV is enzootic, outbreaks of IMNV
infections associated with sudden high morbidity and mortality may follow ‘stress’ events such as capture by cast-netting,
feeding and sudden changes in water salinity or temperature (Lightner, 2011; Lightner et al., 2004; Nunes et al., 2004;
Poulos et al., 2006). Feed conversion ratios of affected populations can increase from a normal value of ~ 1.5 up to 4.0 or
higher (Andrade et al., 2007). Mortalities from infection with IMNV can range from 40% to 70% in cultivated P. vannamei.

In regions where infection with IMNV is enzootic in farmed stocks of P. vannamei, its prevalence may reach 100%
(Andrade et al., 2007; Nunes et al., 2004).

2.3.2. Clinical signs, including behavioural changes

Affected shrimp present with visibly white tails. Such severely affected shrimp may have been feeding just before the
onset of stress and may have a full gut. High mortality can occur suddenly and continue for several days. A sudden onset
of clinical signs may have-a-sudden-enset-occur following stress events (e.g. capture by cast-netting, feeding, and sudden
changes in temperature or salinity).

Only shrimp in the acute phase of disease present behavioural changes. Typically, severely affected shrimp become
lethargic during or soon after stress events such as capture by cast-netting, feeding, sudden changes in water
temperature, sudden reductions in water salinity, etc.

2.3.3 Gross pathology
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Shrimp in the acute phase of disease present focal-to-extensive white necrotic areas in striated (skeletal) muscles,
especially in the distal abdominal segments and tail fan, which can become necrotic and reddened in some individual
shrimp.

Exposing the paired lymphoid organs (LO) by simple dissection will show that they are hypertrophied (3—4 times their
normal size) (Lightner et al., 2004; Poulos et al., 2006).

2.3.4. Modes of transmission and life cycle

IMNV has been demonstrated to be transmitted horizontally by cannibalism (Lightner, 2011; Poulos et al., 2006).
Transmission via water probably occurs. Although vertical transmission is suspected from anecdotal evidence, it is not
known whether this occurs via transovarial mechanism or by surface contamination of newly spawned eggs.

2.3.5. Environmental factors

Temperature and salinity effects are likely predisposing factors to disease outbreaks, but no experimental data are
available (Nunes et al., 2004).

2.3.6. Geographical distribution

Infection with IMNV has been reported to occur in some countries in the Americas, Asia and Africa (Aly et al., 2021;
Andrade et al., 2007; Lightner et al., 2004; Naim et al., 2014; Nunes et al., 2004; Poulos et al., 2006; Sahul et al., 2017).

See WAHIS (https://wahis.woah.org/#/home) for recent information on distribution at the country level.

2.4. Biosecurity and disease control strategies

2.4.1. Vaccination

No effective vaccines for infection with IMNV are available.

2.4.2. Chemotherapy including blocking agents

Ctn[15-34], a cathelicidin-derived eicosapeptide was found to demonstrate antiviral activity against IMNV in primary
haemocyte cultures (Vieira-Girao et al., 2017).

2.4.3. Immunostimulation

No data.

2.4.4. Breeding resistant strains

There are anecdotal reports of some selected lines of P. vannamei having better survival and culture performance in
farms where infection with IMNV is enzootic. During a 20-day controlled laboratory study in which the shrimp were
challenged with IMNV, some domesticated lines of P. vannamei were found to survive better than other lines (White-
Noble et al., 2010).

Penaeus monodon and P. stylirostris, for which there is incomplete evidence of susceptibility (see section 2.2.2), are
considered to be more resistant to infection with IMNV than P. vannamei (Tang et al., 2005).
2.4.5. Inactivation methods

No data.

2.4.6. Disinfection of eggs and larvae

While IMNV is believed to be transmitted vertically, there are no scientific data confirming this route of transmission.
Disinfection of eggs and larvae (Chen et al., 1992) is a good management practice recommended to reduce the potential
for transmission of a number of penaeid shrimp diseases from female spawners to their eggs or larvae, and the practice
may reduce IMNV contamination of spawned eggs and larvae produced from them.
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2.4.7. General husbandry

Management practices in endemic areas principally involves exclusion of IMNV from shrimp farms. Broodstock or their
spawned eggs or nauplii are PCR-tested and those that test positive are discarded (Andrade et al., 2007). Fallowing and
restocking of affected farms or entire culture regions with IMNV-free stocks of P. vannamei most suited to local culture
conditions has proven to be the most successful for preventing and controlling other virus diseases of shrimp, and should
be applicable to control and prevent infection with IMNV (Lee & O’Bryen, 2003; Lightner, 2005; Lightner et al., 2009;
Moss & Moss, 2009).

3. Specimen selection, sample collection, transportation and handling

This section draws on information in Sections 2.2, 2.3 and 2.4 to identify populations, individuals and samples that are most likely to
be infected.

3.1. Selection of populations and individual specimens

Specimens suitable for testing for infection with IMNV using molecular methods (e.g. RT-PCR, nested RT-PCR, real-time RT-PCR,
etc.) include postlarvae (PL), juveniles, subadults and adults. While IMNV may infect all life stages, infection severity, and hence
virus load, may be below detection limits in spawned eggs and in larval stages, so these life stages may not be suitable for
demonstrating freedom from infection with IMNV unless validated for those life stages.

3.2. Selection of organs or tissues

IMNV infects tissues of mesodermal origin. The principal target tissues in the acute phase of infection with IMNV are the striated
muscles (skeletal and less commonly cardiac muscle), connective tissues, haemocytes, and the lymphoid organ tubule
parenchymal cells. In chronic infections, the lymphoid organ may be the principal target tissue.

3.3.  Samples or tissues not suitable for pathogen detection

IMNV replicates systemically but does not replicate in enteric tissues (e.g. the hepatopancreas, the midgut, or its caeca). Hence,
enteric tissues are inappropriate samples for detection of IMNV infection.

3.4. Non-lethal sampling
Haemolymph or excised pleopods may be collected and used when non-lethal testing of valuable broodstock is necessary.

If non-lethal tissue sample types differ from recommended tissues (see Section 3.2.), or from the tissue samples used in validation
studies, the effect on diagnostic performance should be considered.

3.5. Preservation of samples for submission

Several factors can affect specimen quality during collection, handling and storage, such as exposure to light, heat, desiccation,
and incomplete preservation. Hence, standard operating protocols or recommended practices should be followed at all steps of
the diagnostic process.

For guidance on sample preservation methods for the intended test methods, see Chapter 2.2.0.

3.5.1. Samples for pathogen isolation

Not applicable.

3.5.2. Preservation of samples for molecular detection

Tissue samples (pleopods, cephalothorax, muscle, haemolymph) for PCR testing should be preserved in 70-90% (v/v)
analytical/reagent-grade (undenatured) ethanol. The recommended ratio of ethanol to tissue is 10:1 based on studies in
terrestrial animal and human health. The use of lower grade (laboratory or industrial grade) ethanol is not recommended.
If material cannot be fixed it may be frozen.
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3.5.3. Samples for histopathology, immunohistochemistry or in-situ hybridisation

Standard sample collection, preservation and processing methods for histological techniques can be found in Section
B.2.2 of Chapter 2.3.0 General information (diseases of fish).

3.5.4. Samples for other tests

Not applicable.
3.6. Pooling of samples

Pooling of samples from more than one individual animal for a given purpose should only be recommended where robust
supporting data on diagnostic sensitivity and diagnostic specificity have been evaluated and found to be suitable. The effect of
pooling on diagnostic sensitivity has not been thoroughly evaluated, therefore, larger shrimp should be processed and tested
individually. Small life stages such as PL or fry can be pooled to obtain the minimum amount of material for molecular detection.

4. Diagnostic methods

The methods currently available for pathogen detection that can be used in i) surveillance of apparently healthy animals, ii)
presumptive diagnosis in clinically affected animals and iii) confirmatory diagnostic purposes are listed in Table 4.1. by animal life
stage.

Ratings for purposes of use. For each recommended assay a qualitative rating for the purpose of use is provided. The ratings are
determined based on multiple performance and operational factors relevant to application of an assay for a defined purpose. These
factors include appropriate diagnostic performance characteristics, level of assay validation, availability cost, timeliness, and sample
throughput and operability. For a specific purpose of use, assays are rated as:

+++ = Methods are most suitable with desirable performance and operational characteristics.

++ = Methods are suitable with acceptable performance and operational characteristics under most
circumstances.

+= Methods are suitable, but performance or operational characteristics may limit application under some
circumstances.

Shaded boxes = Not appropriate for this purpose.

Validation stage. The validation stage corresponds to the assay development and validation pathway in chapter 1.1.2. The validation
stage is specific to each purpose of use. Where available, information on the diagnostic performance of recommended assays is
provided in Section 6.3.

WOAH Reference Laboratories welcome feedback on diagnostic performance of recommended assays, in particular PCR methods.
Of particular interest are any factors affecting expected assay sensitivity (e.g. tissue components inhibiting amplification) or expected
specificity (e.g. failure to detect particular genotypes, detection of homologous sequences within the host genome). These issues
should be communicated to the WOAH Reference Laboratories so that advice can be provided to diagnostic laboratories and the
standards amended if necessary.
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Table 4.1. WOAH recommended diagnostic methods and their level of validation for surveillance of apparently healthy animals and investigation of clinically affected animals

A. Surveillance of apparently healthy animals

B. Presumptive diagnosis of clinically affected

C. Confirmatory diagnosis® of a suspect result from

animals surveillance or presumptive diagnosis
Method
Early lif Early lif Early lif
arlyiite Juveniles? Adults Lv arlyfire Juveniles? Adults Lv arlyiite Juveniles? Adults Lv
stages? stages? stages?
Wet mounts + + + 1
Histopathology ++ ++ ++ 2
Cell culture
Real-time RT-PCR + ++ ++ 1 ++ ++ ++ 2 ++ ++ ++ 2
Conventional RT-PCR + ++ ++ 1 ++ ++ ++ 1
Conventional RT-PCR followed by
. . +++ +++ +++ 1
amplicon sequencing
In-situ hybridisation + + + 1 + ++ ++ 1
Bioassay
LAMP
Ab-ELISA
Ag-ELISA

Other antigen detection methods

Other methods

LV = level of validation, refers to the stage of validation in the WOAH Pathway (chapter 1.1.2); PCR = polymerase chain reaction; LAMP = loop-mediated isothermal amplification;
Ab- or Ag-ELISA = antibody or antigen enzyme-linked immunosorbent assay, respectively; IFAT = indirect fluorescent antibody test.
!For confirmatory diagnoses, methods need to be carried out in combination (see Section 6). 2Susceptibility of early and juvenile life stages is described in Section 2.2.3.

Shading indicates the test is inappropriate or should not be used for this purpose.
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4.1. Wet mounts

Stained or unstained tissue squashes of affected skeletal muscle or of the LO may show abnormalities. Tissue squashes of skeletal
muscle when examined with phase or reduced light microscopy may show loss of the normal striations. Fragmentation of muscle
fibres may also be apparent. Squashes of the LO may show the presence of significant accumulations of spherical masses of cells
called lymphoid organ spheroids (LOS) amongst normal LO tubules.

4.2. Histopathology and cytopathology

Infection with IMNV in the acute and chronic phases can be presumptively diagnosed using histology (Bell & Lightner, 1988;
Lightner, 2011; Lightner et al., 2004; Poulos et al., 2006). However, the lesions in striated muscles and LO are not pathognomonic
for infection with IMNV. White tail disease of penaeid shrimp caused by the P. vannamei nodavirus (PvNV) can mimic infection
with IMNV (Tang et al., 2007).

Haematoxylin and eosin stained tissue sections from shrimp with acute-phase infection with IMNV present myonecrosis with
characteristic coagulative necrosis of striated (skeletal) muscle fibres, often with marked oedema among affected muscle fibres.
Some shrimp may present a mix of acute and older lesions. The affected muscle fibres appear to progress from presenting
coagulative necrosis to liquefactive necrosis, which is accompanied by moderate infiltration and accumulation of haemocytes. In
the most advanced lesions, haemocytes and inflamed muscle fibres are replaced by a loose matrix of fibrocytes and connective
tissue fibres that are interspersed with haemocytes and foci of (presumed) regenerating muscle fibres (Lightner et al., 2004;
Poulos et al., 2006).

Significant hypertrophy of the LO caused by accumulations of LOS is a highly consistent lesion in shrimp with acute or chronic-
phase infection with IMNV lesions. Often, many ectopic LOS are found in other tissues not near the main body of the LO. Common
locations for ectopic LOS include the haemocoelom in the gills, heart, near the antennal gland tubules, and ventral nerve cord
(Lightner et al., 2004; Poulos et al., 2006).

4.3. Cell culture for isolation

No crustacean cell lines exist, but IMNV was observed to propagate in C6/36 subclone of Aedes albopictus cell line (Kumar et al.,
2020). Performance of the test should be confirmed before being recommended.

4.4, Nucleic acid amplification

PCR assays should always be run with the controls specified in Section 5.5 Use of molecular and antibody-based techniques for
confirmatory testing and diagnosis of Chapter 2.2.0 General information (diseases of crustaceans). Each sample should be tested
in duplicate.

Extraction of nucleic acids

Numereus-Different kits and procedures can be used for nucleic acid extraction. The quality and concentration of the extracted
nucleic acid is important and shewld-can be checked using a suitable method as appropriate to the circumstances-using-epticat
density-errunninga-gel.

Published methods are available for the molecular detection of IMNV by in-situ hybridisation (ISH), nested RT-PCR and
quantitative real-time RT-PCR (Andrade et al., 2007; Poulos et al., 2006; Tang et al., 2005). A nested RT-PCR kit for detection of
the virus is available commercially.

4.4.1. Real-time RT-PCR

A real-time RT-PCR method was developed to detect and quantify IMNV in shrimp tissue. The method which can detect
as few as 10 IMNV RNA copies pl™ total RNA (Andrade et al., 2007) is summarised below.

Pathogen /

e e Primer/probe (5’-3’) Concentration Cycling parameters

Informe de la reunion de la Comisién de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos / Febrero de 2023 192



Method 1: Andrade et al., 2007; GenBank Accession No.;: AY570982

IMNV Fwd IMNV412F: GGA-CCT-ATC-ATA-CAT-AGC-GTT-GCA 300 Nm 40 cycles of:
Capsid protein Rev IMNV545R: AAC-CCA-TAT-CTA-TTG-TCG-CTG-GAT 200 nM 95°C/3 sec and
gene Probe: CCA-CCT-TTA-CTT-TCA-ATA-CTA-CAT-CAT-CCC-CGG 60°C/30 sec

4.4.2. Conventional PCR

The nested RT-PCR method to detect IMNV uses two PCR primer sets that produce a 328 bp one-step amplicon and139
bp two-step amplicon. The 1-step PCR can detect as little as 100 IMNV RNA copies and the 2-step PCR can detect in the
order of 10 IMNV RNA copies (Poulos & Lightner, 2006).

Pathogen /

T e Primer/probe (5'-3’) Concentration Cycling parameters

Method 1: Poulos & Lightner, 2006; GenBank Accession No.: KJ636783.2; amplicon size: 328/139 bp

. 45 cycles of:
OuterPrimary ° . e0n° .
Fwd 4587F: CGA-CGC-TGC-TAA-CCA-TAC-AA 200 nM 95°C/ 456;‘32’/;3 ?mcn/ 45 sec;
IMNV Rev 4914R: ACT-CGG-CTG-TTC-GAT-CAA-GT
Capsid protein gene
39 cycles of:
(nested-PCR) erNested 620 M 95°C/30 sec, 65°C/30 sec,

Fwd 4725 NF: GGC-ACA-TGC-TCA-GAG-ACA

Rev 4863 NR: AGC-GCT-GAG-TCC-AGT-CTT-G 72°C/30 sec; 72°C/2 min

4.4.3. Other nucleic acid amplification methods

None.
4.5. Amplicon sequencing

The size of the PCR amplicon is-should be verified, for example by agarose gel electrophoresis;-and-purified-by-exeision-from-this
gel. Both DNA strands of the PCR product must be sequenced and analysed and-cempared in comparison with published-reference

sequences.

4.6. In-situ hybridisation

DNA probe for ISH detection of IMNV

A cDNA library was generated from RNA extracted from purified IMNV. A IMNV-specific ISH DNA probe is prepared from clone
IMNV-317 by PCR labelling with digoxigenin-11-dUTP (DIG). The PCR primers used for amplification of the 993 bp probe are
IMNV993F (5’-AAC-ACA-AAA-TCT-GCC-AGC-AA-3’) and IMNV993R (5’-CCC-AAC-CAC-CCA-AAT-TCA-TA-3’). Following PCR, the
DIG-labelled DNA probe is precipitated with ethanol, re-suspended in water and stored at —20°C until used. The ISH procedure
for detecting IMNV follows that outlined by Tang et al. (2005). Negative and positive controls should be sourced from PCR-
confirmed uninfected and infected shrimp, respectively.

4.7.  Immunohistochemistry

Monoclonal antibodies have been generated using recombinant IMNV capsid protein fragments to immunise mice
(Kunanopparat et al.,, 2011). Immunohistochemical analysis demonstrated strong reactivity in muscle, gill, heart, LO and
connective tissue derived from IMNV-infected P. vannamei similar to that demonstrated by in-situ hybidisation (Tang et al., 2005).
There was no cross-reactivity to tissues derived from uninfected shrimp or shrimp infected with other viral pathogens such as
WSSV, YHV, TSV among others.

4.8. Bioassay
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Not applicable.

4.9. Antibody- or antigen-based detection methods

None are recommended, however an immunochromatographic strip test has been developed (Chaivisuthangkura et al., 2013)
using the monoclonal antibodies developed by Kunanopparat et al. (2011). While the test is simple, fast and low-cost it is
approximately 300-fold less sensitive than one-step RT-PCR (Chaivisuthangkura et al., 2013).

4.10. Other methods

A chromatographic method for detection of PCR amplicons has been developed (Koiwai et al., 2018).

5. Test(s) recommended for surveillance to demonstrate freedom in apparently healthy populations

Real-time RT-PCR is the recommended test for surveillance to demonstrate freedom of infection with IMNV in apparently healthy
populations as described in Section 4.1.1.

6. Corroborative diagnostic criteria

This section only addresses the diagnostic test results for detection of infection in the absence (Section 6.1.) or in the presence of
clinical signs (Section 6.2.) but does not evaluate whether the infectious agent is the cause of the clinical event.

The case definitions for suspect and confirmed cases have been developed to support decision-making related to trade and
confirmation of disease status at the country, zone or compartment level. Case definitions for disease confirmation in endemically
affected areas may be less stringent. H-isrecommen ded-that-allsamples-thatyield-suspectpositivetest resultsinan-otherwise

- i i i -Ifa Competent Authority does not have the eapacity-capability
to undertake the necessary diagnostic tests it should seek advice from the appropriate WOAH Reference Laboratory, and if necessary

refer samples to that laboratory for confirmatory testing of samples from the index case in a country, zone or compartment
considered free. There are currently no WOAH Reference Laboratories designated for IIMN.

6.1. Apparently healthy animals or animals of unknown health status?

Apparently healthy populations may fall under suspicion, and therefore be sampled, if there is an epidemiological link(s) to an
infected population. Hydrographical proximity to, or movement of animals or animal products or equipment, etc., from a known
infected population equate to an epidemiological link. Alternatively, healthy populations are sampled in surveys to demonstrate
disease freedom.

6.1.1. Definition of suspect case in apparently healthy animals

The presence of infection with IMNV shall be suspected if at least one of the following criteria is met:

i) Positive result by real-time RT-PCR

ii)  Positive result by conventional RT-PCR

6.1.2. Definition of confirmed case in apparently healthy animals

The presence of infection with IMNV is considered to be confirmed if atleastene-ofthe following criterion eriteria-is met:

i) Positive result by real-time RT-PCR and positive result by conventional RT-PCR followed by amplicon sequencing

For example transboundary commodities.
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6.2  Clinically affected animals
Clinical signs are not pathognomonic for a single disease; however they may narrow the range of possible diagnoses.

6.2.1. Definition of suspect case in clinically affected animals

The presence of infection with IMNV shall be suspected if at least one of the following criteria is met:

i) Gross pathology or clinical signs associated with the disease as described in this chapter, with or without elevated
mortality

ii) Positive result by conventional RT-PCR

iii)  Positive result by real-time RT-PCR

iv)  Histopathology consistent with the presence of the pathogen or the disease

6.2.2. Definition of confirmed case in clinically affected animals

The presence of infection with IMNV is considered to be confirmed if at least one of the following criteria is met:

i) Positive result by real-time RT-PCR and a positive result by conventional RT-PCR followed by amplicon sequencing
ii) Positive result by in-situ hybridisation and a positive result by real-time RT-PCR

iii)  Positive result by in-situ hybridisation and a positive result by conventional RT-PCR followed by amplicon
sequencing

6.3. Diagnostic sensitivity and specificity for diagnostic tests

The diagnostic performance of tests recommended for surveillance or diagnosis of infection with IMNV are provided in Tables
6.3.1. and 6.3.2 (no data are currently available). This information can be used for the design of surveys for infection with IMNV,
however, it should be noted that diagnostic performance is specific to the circumstances of each diagnostic accuracy study
(including the test purpose, source population, tissue sample types and host species) and diagnostic performance may vary under
different conditions. Data are only presented where tests are validated to at least level 2 of the validation pathway described in
Chapter 1.1.2. and the information is available within published diagnostic accuracy studies.

6.3.1. For presumptive diagnosis of clinically affected animals

i D D
Test Test purpose Sourc'e Tissue or Species Se 5P Reference test Citation
type populations sample types (n) (n)
Real- Experimentally R
) . . . abdominal . 100 100 . Andrade et
time Diagnosis infected S.PF P. muscle P. vannamei (n=30) | (n=30) Histopathology al. (2007)
PCR vannamei — —

DSe = diagnostic sensitivity, DSp = diagnostic specificity, n = number of samples used in the study,
PCR: = polymerase chain reaction.
6.3.2. For surveillance of apparently healthy animals

Test Test purpose Sourc.e Tissue or Species DSe (n) | DSp (n) Reference test Citation
type populations sample types
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Real-
time
PCR

DSe = diagnostic sensitivity, DSp = diagnostic specificity, n = number of samples used in the study,
PCR: = polymerase chain reaction.
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Anexo 26. item 10.1.5. — Capitulo 2.2.7. Infeccién por el virus del sindrome de Taura

CHAPTER 2.2.7.

INFECTION WITH TAURA SYNDROME VIRUS

1. Scope

Infection with Taura syndrome virus means infection with the pathogenic agent Taura syndrome virus (TSV), Genus Aparavirus, Family
Dicistroviridae, Order Picornavirales.

2. Disease information
2.1. Agent factors

2.1.1. Aetiological agent

TSV was described as the cause of the disease commonly known as Taura syndrome by Hasson et al. (1995), Bonami et
al. (1997) and Mari et al. (1998; 2002). At least four genotypes (strains) of TSV have been documented based on the gene
sequence encoding VP1 the largest and presumably dominant of the three major structural proteins of the virus. Based
on VP1 sequence variations, these genotypic groups are: 1) the Americas group; 2) the South-East Asian group; 3) the
Belize group; and 4) the Venezuelan group (Nielsen et al., 2005; Tang & Lightner, 2005; Wertheim et al., 2009).

At least two distinct antigenic variants of TSV have been identified by their differential reactivity to monoclonal antibody
MADb 1A1, produced using a reference isolate from the Americas (TSV USA-HI94 — GenBank AF277675) (Poulos et al.,
1999) as the immunogen: Type A represents those that react with MAb 1A1 (in the enzyme-linked immunosorbent assay
[ELISA], Western blots and immunohistochemistry (IHC) with infected tissues) and those that do not were subdivided into
Type B (TSV 98 Sinaloa, Mexico) and Type C (TSV 02 Belize), based on host species and virulence. All TSV isolates of the
Americas and most, if not all, South-East Asian genotypes react with MAb 1A1. In marked contrast, none of the Belize
genotype group reacts with MAb 1A1 (Robles-Sikisaka et al., 2002), nor does a TSV isolate from the 2005 epizootic in
Venezuelan shrimp farms.

TSV particles are 32 nm in diameter, non-enveloped icosahedrons and have a buoyant density of
1.338 g mI™t in CsCl. The genome of TSV consists of a linear, positive-sense single-stranded RNA 10,205 nucleotides in
length, excluding the 3’ poly-A tail, and it contains two large open reading frames (ORFs). ORF 1 contains the sequence
motifs for non-structural proteins, such as helicase, protease and RNA-dependent RNA polymerase. ORF 2 contains the
sequences for TSV structural proteins, including the three major capsid proteins VP1, VP2 and VP3 (55, 40, and 24 kDa,
respectively). The virus replicates in the cytoplasm of host cells (Bonami et al., 1997; Mari et al., 1998; 2002; Robles-
Sikisaka et al., 2001).

Other reported causes of Taura syndrome: TS in Ecuador was initially linked to fungicide contamination of shrimp farms,
a contention that was supported by litigation for ~16 years after the disease was scientifically shown to have a viral
aetiology (Brock et al., 1995; Hasson et al., 1995). Hence, several papers in the literature propose a toxic aetiology for TS
(Intriago et al., 1997; Jimenez, 1992; Jimenez et al., 2000).

2.1.2. Survival and stability in processed or stored samples

No information available.

2.1.3. Survival and stability outside the host

No information available.

2.2. Host factors
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2.2.1. Susceptible host species

Species that fulfil the criteria for listing as susceptible to infection with TSV according to Chapter 1.5 of Aquatic Animal
Health Code (Aquatic Code) are: blue shrimp (Penaeus stylirostris), giant tiger prawn (Penaeus monodon), greasyback
shrimp (Metapenaeus ensis), northern brown shrimp (Penaeus aztecus), northern white shrimp (Penaeus setiferus), and
whiteleg shrimp (Penaeus vannamei).

2.2.2. Species with incomplete evidence for susceptibility

Species for which there is incomplete evidence to fulfil the criteria for listing as susceptible to infection with TSV according
to Chapter 1.5 of the Aquatic Code are: fleshy prawn (Penaeus chinensis), giant river prawn (Macrobrachium rosenbergii),
the copepod Ergasilus manicatus, and the barnacles Chelonibia patula and Octolasmis muelleri. Evidence is lacking for
these species to either confirm that the identity of the pathogenic agent is TSV, transmission mimics natural pathways of
infection, or presence of the pathogenic agent constitutes an infection.

In addition, pathogen-specific positive polymerase chain reaction (PCR) results have been reported in the following
species, but no active infection has been demonstrated: blue crab (Callinectes sapidus), the crabs Uca vocans and Sesarma
mederi, gulf killifish (Fundulus grandis), Indo-Pacific swamp crab (Scylla serrata), kuruma prawn (Penaeus japonicus),
northern pink shrimp (Penaeus duorarum) and southern white shrimp (P. schmitti).

2.2.3. Likelihood of infection by species, host life stage, population or sub-populations

Infection with TSV has been documented in all life stages (i.e. post-larvae [PL], juveniles and adults) of P. vannamei except
eggs, zygotes and larvae (Lightner, 1996a).

2.2.4. Distribution of the pathogen in the host

Using injection and per os challenge experiments, Nunan et al. (2004) demonstrated TSV could be detected in different
body parts including gills, head, whole tail, tail muscle, pleopod and tail fan (Nunan et al., 2004). While there was no
significant difference in the viral copy number contained in different body parts when TSV was administered via injection,
there was a statistically significant difference between tail/gills, tail/head, tail/tail fan, whole tail/tail fan and
pleopods/tail fan when the viral inoculum was administered per os. The tail samples had the lower viral copy numbers,
as did the whole tail and pleopods when compared to the tail fan (Nunan et al., 2004).

2.2.5. Aquatic animal reservoirs of infection

Not demonstrated unequivocally

2.2.6. Vectors

Sea birds: TSV has been demonstrated to remain infectious for up to 48 hours (after ingestion of TSV-infected shrimp
carcasses) in the faeces passed by wild or captive sea gulls (Larus atricilla) and chickens (Gallus gallus, used as a laboratory
surrogate for all shrimp-eating birds) thus suggesting that the virus can retain infectivity when passed through the gastro-
intestinal system of any bird species. These findings implicate birds as being an important mechanical vector for the
transmission of the virus within affected farms or farming regions (Garza et al., 1997; Vanpatten et al., 2004).

Aquatic insects: the water boatman (Trichocorixa reticulata [Corixidae], an aquatic insect that feeds on shrimp carcasses
in shrimp farm ponds) have been demonstrated to transport TSV within their intestinal contents, but are not directly
infected by the virus (Brock, 1997; Lightner, 1996a; 1996b; reviewed in Dhar et al., 2004).

2.3. Disease pattern

Infection with TSV is best known as a disease of nursery- or grow-out-phase P. vannamei that occurs within ~14-40 days
of stocking PLs into grow-out ponds or tanks, hence, shrimp with TSV infection are typically small (~0.05 g to <5 g)
juveniles. Larger shrimp may also be affected, especially if they are not exposed to the virus until they are larger juveniles
or adults (Brock, 1997; Brock et al., 1995; Lightner, 1996a, 1996b; Lotz, 1997).

2.3.1. Mortality, morbidity and prevalence
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At the farm level, outbreaks of infection with TSV involving stocks of P. vannamei (the principal host species for infection
with TSV) not selected for resistance, typical cumulative mortalities range from 40 to >90% in cultured populations of PL,
juvenile, and subadult life stages. TSV-resistant lines of P. vannamei are available which show survival rates of up to 100%
in laboratory challenge with all four TSV genotypes (Lightner et al., 2009).

In regions where the virus is enzootic in farmed stocks, the prevalence of infection with TSV has been found in various
surveys to range from 0 to 100% (Brock, 1997; Jimenez et al., 2000).

2.3.2. Clinical signs, including behavioural changes

Only acute-phase clinical infection with TSV can be presumptively diagnosed from clinical signs. See Section 4.2 for a
description of gross clinical signs presented by shrimp with acute-phase clinical infection with TSV.

Only shrimp with acute-phase clinical infection with TSV present behavioural changes. Typically, severely affected shrimp
apparently become hypoxic and move to the pond edges or pond surface where dissolved oxygen levels are higher. Such
shrimp may attract seabirds in large numbers. In many disease outbreaks, it is the large numbers of seabirds attracted to
the moribund shrimp that first indicates the presence of a serious disease outbreak (which is often either infection with
TSV or white spot syndrome virus) to the farm manager.

2.3.3. Gross pathology

Infection with TSV has three distinct phases, acute, transition, and chronic, which are grossly distinguishable (Hasson et
al., 1999a; 1999b; Lightner, 1996a; 1996b; Lightner et al., 1995). Gross signs presented by juvenile, subadult and adult
shrimp in the transition phase of infection with TSV are unique and provide a suspicion of infection.

Acute phase: gross signs displayed by moribund P. vannamei with acute-phase infection with TSV include expansion of
the red chromatophores giving the affected shrimp a general, overall pale reddish colouration and making the tail fan
and pleopods distinctly red; hence ‘red tail’ disease was one of the names given by farmers when the disease first
appeared in Ecuador (Lightner et al., 1995). In such shrimp, close inspection of the cuticular epithelium in thin appendages
(such as the edges of the uropods or pleopods) with a x10 hand lens reveals signs of focal epithelial necrosis. Shrimp
showing these gross signs of acute infection with TSV typically have soft shells, an empty gut and are often in the late D
stages of the moult cycle. Acutely affected shrimp usually die during ecdysis.

Transition (recovery) phase: although only present for a few days during outbreaks of infection with TSV, the gross signs
presented by shrimp in the transition phase can provide a suspicion of infection with TSV. During the transition phase
(which may be occurring while many shrimp in the affected populations are still in the acute phase and daily mortalities
are high), fair to moderate numbers of shrimp in affected ponds show random, multifocal, irregularly shaped melanised
cuticular lesions. These melanised spots are haemocyte accumulations indicating the sites of resolving TSV lesions in the
cuticular epithelium. Such shrimp may or may not have soft cuticles and red-chromatophore expansion, and may be
behaving and feeding normally (Brock, 1997; Hasson et al., 1999b; Lightner, 1996a).

Chronic phase: after successfully moulting, shrimp in the transition phase move into the chronic phase of infection with
TSV in which persistently infected shrimp show no obvious signs of disease (Brock, 1997; Hasson et al., 1999b; Lightner,
1996a; 1996b; Lightner et al., 1995). However, P. vannamei that are chronically infected with TSV may be less resistant
to normal environmental stressors (i.e. sudden salinity reductions) than uninfected shrimp.

2.3.4. Modes of transmission and life cycle

Not applicable.

2.3.5. Environmental factors

Outbreaks of infection with TSV are more frequent when salinities are below 30 ppt (Jimenez et al., 2000).

2.3.6. Geographical distribution

TSV is now widely distributed in the shrimp-farming regions of the Americas, South-East Asia and the Middle East (Brock,
1997; Hasson et al., 1999a; Lightner, 1996a, 1996b; Lightner et al., 2012; Lotz et al., 2005; Nielsen et al., 2005; Tang &
Lightner, 2005; Tu et al., 1999; Wertheim et al., 2009; Vergel et al., 2019; Yu & Song, 2000).
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See WAHIS (https://wahis.woah.org/#/home) for recent information on distribution at the country level.

2.4. Biosecurity and disease control strategies

2.4.1. Vaccination

No effective vaccines for TSV are available.

2.4.2. Chemotherapy including blocking agents

No scientifically confirmed reports of effective chemotherapy treatments.

2.4.3. Immunostimulation

No scientifically confirmed reports of effective immunostimulation treatments.

2.4.4. Breeding resistant strains

After TSV emerged in Ecuador in 1992-1994, P. stylirostris were found that possessed resistance to infection with TSV
(genotype 1, MAb 1A1 Type A). Following on from this discovery and due to the disease occurrence in Mexico in 1994
where it caused crop failures of P. vannamei, selected lines of TSV-resistant P. stylirostris became the dominant shrimp
farmed in western Mexico from 1995. However, in 1998-1999, a new ‘strain’ of TSV (Type B; Fegan & Clifford, 2001;
Lightner, 1999; 2005; Zarain-Herzberg & Ascencio, 2001) emerged and caused massive epizootics in P. stylirostris. The
emergence of this new ‘strain’ of TSV was soon followed in late 1999 by the introduction of white spot syndrome virus
(WSSV) into shrimp farms in western Mexico, to which P. stylirostris had no resistance, effectively ending any interest in
the culture of P. stylirostris in Mexico.

TSV-resistant domesticated stocks of P. vannamei and P. stylirostris have been developed. Some domesticated lines of
TSV-resistant P. vannamei (that are also TSV-free) are in widespread use by the shrimp-farming industries of the Americas
and South-East Asia (Clifford, 1998; White et al., 2002). After the appearance of infection with TSV in Central America,
improved TSV resistance was reported in wild caught P. vannamei PLs used to stock shrimp farms in the region. Currently
all genetic lines of P. vannamei shrimp that are being cultured in Asia and the Americas contain varying levels of
tolerance/resistance to TSV.

2.4.5. Inactivation methods

No information available.

2.4.6. Disinfection of eggs and larvae

It is possible that TSV might be transmitted vertically (transovarian transmission), despite the lack of published reports
documenting this route of transmission. Disinfection of eggs and larvae (Chen et al., 1992) is good management practice
and it is recommended for its potential to reduce TSV contamination of spawned eggs and larvae produced from them.

2.4.7. General husbandry

Some husbandry and disease control and management practices have been used successfully to reduce the risks of
infection with TSV occurring during farm grow-out. These include the application of PCR assays for pre-screening of wild
or pond-reared broodstock or their spawned eggs/nauplii and discarding those that test positive for the virus (Fegan &
Clifford, 2001), fallowing and restocking of entire culture regions with TSV-free stocks (Dixon & Dorado, 1997), and the
development of specific pathogen-free (SPF) shrimp stocks of P. vannamei and P. stylirostris (Lightner, 1996b; 2005;
Wyban 1992). The adoption of the latter technology (SPF stocks) has proven to be among the most successful husbandry
practice for the prevention and control of infection with TSV.

3. Specimen selection, sample collection, transportation and handling

This section draws on information in Sections 2.2, 2.3 and 2.4 to identify populations, individuals and samples that are most likely to
be infected.

3.1. Selection of populations and individual specimens
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Suitable specimens for testing for infection with TSV include PL, juveniles and adults. While TSV may infect all life stages, infection
severity, and hence virus load, may be below detection limits in spawned eggs and in the larval stages, so these life stages may
not be suitable samples for TSV detection-ercertification-of freedom-from-infection-with-TSV.

3.2. Selection of organs or tissues

TSV infects tissues of ectodermal and mesodermal origin. The principal target tissue in the acute phase of infection with TSV is
the cuticular epithelium. In chronic infections the lymphoid organ (LO) is the principal target tissue.

Haemolymph or excised pleopods may be collected and used when non-lethal testing of valuable broodstock is necessary.
3.3.  Samples or tissues not suitable for pathogen detection

TSV is a systemic virus, and it does not replicate in enteric tissues (e.g. the hepatopancreas, the midgut, or its caeca). Hence,
enteric tissues are inappropriate samples for detection of infection with TSV.

3.4. Non-lethal sampling

Haemolymph or pleopods can be collected without killing the animals and used as non-lethal sampling of genetically valuable
broodstock.

If non-lethal tissue sample types differ from recommended tissues (see Section 3.2.), or from the tissue samples used in validation
studies, the effect on diagnostic performance should be considered.

3.5. Preservation of samples for submission

For guidance on sample preservation methods for the intended test methods, see Chapter 2.2.0. General information (diseases
of crustaceans).

3.5.1. Samples for pathegen-iselatien-bioassay

The success of pathegen-iselation-bioassay depends strongly on the quality of samples (which is influenced by time since
collection and time in storage). Fresh specimens should be kept on ice and preferably sent to the laboratory within 24
hours of collection. To avoid degradation of samples, use alternative storage methods only after consultation with the
receiving laboratory.

3.5.2. Preservation of samples for molecular detection

Standard sample collection, preservation and processing methods for molecular technigues can be found in Section B.5.5.
of Chapter 2.2.0 General information (diseases of crustaceans).

3.5.3. Samples for histopathology, immunohistochemistry or in-situ hybridisation

Standard sample collection, preservation and processing methods for histological techniques can be found in Chapter
2.2.0. General information (diseases of crustaceans).

3.5.4. Samples for other tests

Haemolymph could be used for PCR-based detection of TSV.

3.6. Pooling of samples
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Pooling of samples from more than one individual animal for a given purpose should only be recommended where robust
supporting data on diagnostic sensitivity and diagnostic specificity have been evaluated and found to be suitable. If the effect of
pooling on diagnostic sensitivity has not been thoroughly evaluated, larger animals should be processed and tested individually.

4. Diagnostic methods

The methods currently available for pathogen detection that can be used in i) surveillance of apparently healthy animals, ii)
presumptive diagnosis in clinically affected animals and iii) confirmatory diagnostic purposes are listed in Table 4.1. by animal life
stage.

Ratings for purposes of use. For each recommended assay a qualitative rating for the purpose of use is provided. The ratings are
determined based on multiple performance and operational factors relevant to application of an assay for a defined purpose. These
factors include appropriate diagnostic performance characteristics, level of assay validation, availability, cost, timeliness, sample
throughput and operability. For a specific purpose of use, assays are rated as:

+++ = Methods are most suitable with desirable performance and operational characteristics.

++ = Methods are suitable with acceptable performance and operational characteristics under most
circumstances.

+= Methods are suitable, but performance or operational characteristics may limit application under some
circumstances.

Shaded boxes = Not appropriate for this purpose.

Validation stage. The validation stage corresponds to the assay development and validation pathway in chapter 1.1.2. The validation
stage is specific to each purpose of use. Where available, information on the diagnostic performance of recommended assays is
provided in Section 6.3.

WOAH Reference Laboratories welcome feedback on diagnostic performance of recommended assays, in particular PCR methods.
Of particular interest are any factors affecting expected assay sensitivity (e.g. tissue components inhibiting amplification) or expected
specificity (e.g. failure to detect particular genotypes, detection of homologous sequences within the host genome). These issues
should be communicated to WOAH Reference Laboratories so that advice can be provided to diagnostic laboratories and the
standards amended if necessary.
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Table 4.1. WOAH recommended diagnostic methods and their level of validation for surveillance of apparently healthy animals and investigation of clinically affected animals

A. Surveillance of apparently healthy animals

B. Presumptive diagnosis of clinically affected animals

Confirmatory diagnosis® of a suspect result from

surveillance or presumptive diagnosis

Method
Early life stages? Juveniles? Adults Lv Early life stages? Juveniles? Adults Lv Early life stages? Juveniles? Adults Lv
Wet mounts + + NA
Histopathology + + NA + + + NA
Cell culture
Real-time RT-PCR +++ +++ +++ 1 +++ +++ +++ 1 +++ +++ +++ 1
Conventional RT-PCR ++ ++ ++ 1 ++ ++ ++ 1
Conventional RT-PCR followed by
amplicon sequencing A A A !
In-situ hybridisation + + + 1 + + + 1
Bioassay + + + 1
LAMP
IFAT
ELISA
Other antigen detection methods
Other method

LV = level of validation, refers to the stage of validation in the WOAH Pathway (chapter 1.1.2); NA = not available; PCR = polymerase chain reaction; LAMP = loop-mediated isothermal amplification;

IFAT = indirect fluorescent antibody test; ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay, respectively.
For confirmatory diagnoses, methods need to be carried out in combination (see Section 6).
2Susceptibility of early and juvenile life stages is described in Section 2.2.3.

Shading indicates the test is inappropriate or should not be used for this purpose.
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4.1. Wet mounts

Direct microscopy of simple unstained wet mounts from excised pieces of the gills, appendage tips, etc., examined by phase- or
reduced-light microscopy may be used to demonstrate (and make a tentative diagnosis of acute-phase infection with TSV) focal
lesions of acute-phase infection with TSV in cuticular epithelial cells. Preparations presenting acute-phase infection with TSV will
contain numerous spherical structures (see the histopathological methods in Section 4.2.3 above), which are pyknotic and
karyorrhectic nuclei and cytoplasmic remnants of necrotic cells.

4.2. Histopathology and cytopathology

Histopathology is a useful method to detect infection with TSV in the acute and chronic phases of infection (Hasson et al., 1999b;
Lightner, 1996a). In chronic infections with TSV, the only lesion typically presented by infected shrimp is the presence of an
enlarged LO with multiple LO spheroids (LOS) (Hasson et al., 1999b), which cannot be distinguished from LOS induced by chronic
infections of other RNA viruses (Lightner, 1996a). When histological lesions are observed and infection with TSV is suspected, a
molecular test (ISH with TSV-specific probes, or reverse-transcription [RT] PCR) must be used for confirmation of infection with
TSV (see Section 6).

4.2.1. Acute phase of Taura syndrome

The acute phase of the disease is characterised by multifocal areas of necrosis in the cuticular epithelium of the general
body surface, appendages, gills, hindgut, and foregut (the oesophagus, anterior and posterior chambers of the stomach).
Cells of the subcuticular connective tissues and adjacent striated muscle fibres basal to affected cuticular epithelium are
occasionally affected. In some severe cases of acute-phase infection with TSV, the antennal gland tubule epithelium is
also destroyed. Prominent in the multifocal cuticular lesions are conspicuous foci of affected cells that display an
increased eosinophilia of the cytoplasm and pyknotic or karyorrhectic nuclei. Cytoplasmic remnants of necrotic cells are
often extremely abundant in these infections with TSV acute-phase lesions and these are generally presented as spherical
bodies (1-20 um in diameter) that range in staining from eosinophilic to pale basophilic. These structures, along with
pyknotic and karyorrhectic nuclei, give acute-phase TS lesions a characteristic ‘peppered’ or ‘buckshot-riddled’
appearance, which is considered to be pathognomonic for the infection when there is no concurrent necrosis of the
parenchymal cells of the LO tubules. The absence of necrosis of the LO in acute-phase infection with TSV distinguishes it
from acute-phase infection with yellowhead virus genotype 1 in which similar patterns of necrosis to those induced by
infection with TSV may occur in the cuticular epithelium and gills (Lightner, 1996a).

In TSV-infected tissues, pyknotic or karyorrhectic nuclei give a positive (for DNA) Feulgen reaction, which distinguishes
them from the less basophilic to eosinophilic cytoplasmic inclusions that do not contain DNA. The absence of haemocytic
infiltration or other signs of a significant host-inflammatory response distinguishes the acute phase of infection with TSV
from the transitional phase of the disease (Brock, 1997; Brock et al., 1995; Hasson et al., 1995; 1999a; 1999b; Lightner,
1996a; Lightner et al., 1995).

4.2.2. Transition (recovery) phase of infection with Taura syndrome virus

In the transitional phase of infection with TSV, typical acute-phase cuticular lesions decline in abundance and severity
and are replaced by conspicuous infiltration and accumulation of haemocytes at the sites of necrosis. The masses of
haemocytes may become melanised giving rise to the irregular black spots that characterise the transition phase of the
disease. In H&E sections, such lesions may show erosion of the cuticle, surface colonisation and invasion of the affected
cuticle and exposed surface haemocytes by Vibrio spp. (Hasson et al., 1999b; Lightner, 1996a). Sections of the LO during
the transition phase of infection with TSV may appear normal with H&E staining. However, when sections of the LO are
assayed for TSV by ISH with a specific cDNA probe (or by ISH with MAb 1A1 for TSV type A, genotype 1), large quantities
of TSV are shown accumulating in the more peripheral parenchymal cells of the LO tubules (Hasson et al., 1999b; Srisuvan
et al., 2005).

4.2.3. Chronic phase of infection with Taura syndrome virus

Shrimp in the chronic phase of infection with TSV display no gross signs of infection, and histologically the only sign of
infection is the presence of numerous prominent LOS, which may remain associated with the main body of the paired LO,
or which may detach and become ectopic LOS bodies that lodge in constricted areas of the haemocoel (i.e. the heart,
gills, in the subcuticular connective tissues, etc.). Such LOS are spherical accumulations of LO cells and haemocytes and
may be distinguished from normal LO tissues by their spherical nature and the lack of the central vessel that is typical of
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normal LO tubules. When assayed by ISH with a cDNA probe for TSV (or with MAb 1A1 using ISH) some cells in the LOS
give positive reactions to the virus, while no other target tissues react (Hasson et al., 1999b; Lightner, 1996a; 1996b).

4.3. Cell culture for virus isolation

TSV has not been grown in vitro, as no crustacean cell lines exist (Lightner, 1996a; Pantoja et al., 2004). Although one publication
incorrectly reported that TSV infected human and monkey cell lines (Audelo del Valle et al., 2003), two other laboratories that
repeated the study both found that TSV does not infect or replicate in primate or human cell lines that are known to have
susceptibility to human picornaviruses (Luo et al., 2004; Pantoja et al., 2004).

4.4. Nucleic acid amplification

PCR assays should always be run with the controls specified in Section 5.5 Use of molecular and antibody-based techniques for
confirmatory testing and diagnosis of Chapter 2.2.0 General information (diseases of crustaceans). Each sample should be tested
in duplicate, i.e. by testing two aliquots.

Extraction of nucleic acids

Numereus-Different kits and procedures can be used for nucleic acid extraction. The quality and concentration of the extracted
nucleic acid is important and sheuld-can be checked using a suitable method as appropriate to the circumstances-using-epticat
density-erruaninga-gel,

4.4.1. Real-time reverse-transcription (RT)-PCR

Real-time RT-PCR methods have been developed for the detection of TSV. These methods have the advantage of speed,
specificity and sensitivity. The sensitivity of real time RT-PCR is approximately equal to 100 copies of the target sequence
from the TSV genome (Dhar et al., 2002; Tang et al., 2004).

The real-time RT-PCR method described below for TSV follows the method used in Tang et al., 2004.

by [ ’ e RT-PCR

Pathogen /

A ——— Primer/probe (5’-3’) Concentration Cycling parameters

Method 1 (Tang et al.,2004); GenBank Accession No.: AFAF277675

Fwd: TSV1004: TTG-GGC-ACC-AAA-CGA-CAT-T- 300 nM of each
Rev: TSV1075 primer Reverse transcription at
TSV/ORF-1 GGG-AGC-TTA-AAC-TGG-ACA-CAC-TGT 50°C/30 min
Nt 1024 to 1051 40 cycles of 95°C/3 sec and
Probe: TSV-P1 60°C/30 sec

FAM-CAG-CAC-TGA-CGC-ACA-ATA-TTC-GAG-CAT-C-TAMRA, 100 nM of probe

4.4.2. Conventional RT-PCR

Tissue samples (haemolymph, pleopods, whole small shrimp etc) may be assayed for TSV using RT-PCR. The RT-PCR
method outlined below for TSV follows the method used in Nunan et al. (1998).

Dy ’ ionalRE-RCR

Pathogen /

e e Primer £prebe (5'-3’) Concentration Cycling parameters

Method 1 (Nunan et al., 1998); preduct-amplicon size; 231 bp

TSV/ORF 2 Fwd: 9992: Primers/620 nM Reverse transcription
AAG-TAG-ACA-GCC-GCG-CTT each 60°C/30 min
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Rev:9195R: 40 cycles:
TCA-ATG-AGA-GCT-TGG-TCC 94°C/45 sec, 60°C/45 sec

4.4.3. Other nucleic acid amplification methods

None currently available.
4.5.  Amplicon sequencing

The size of the PCR amplicon is-should be verified, for example by agarose gel electrophoresis;-ard-purified-by-excision-from-this
gel. Both DNA strands of the PCR product must be sequenced and analysed and-cempared in comparison with published-reference

sequences.

4.6. In-situ hybridisation (ISH)

4.6.1. DNA probes for ISH applications with non-radioactive cDNA probes

Non-radioactive, DIG-labelled cDNA probes for detection of TSV may be produced in the laboratory. The ISH method
provides greater diagnostic sensitivity than do more traditional methods for TSV detection and diagnosis that employ
classic histological methods (Hasson et al., 1999a; Lightner, 1996a; 1999; Lightner & Redman 1998; Mari et al., 1998). The
ISH assay of routine histological sections of acute- and transition-phase lesions in the cuticular epithelium, other tissues,
and of LOS in transition and chronic phase with a specific DIG-labelled cDNA probe to TSV, provides a definitive diagnosis
of infection with TSV (Hasson et al., 1999a; 1999b; Lightner, 1996a; 1996b). Pathognomonic TSV-positive lesions display
prominent blue to blue-black areas in the cytoplasm of affected cells when reacted with the cDNA probes. Not reacting
to the probe are the prominent karyorrhectic nuclear fragments and pyknotic nuclei that contribute to the
pathognomonic ‘buckshot riddled’ appearance of TS lesions (Lightner, 1996a; Mari et al., 1998). (See Chapter 2.2.4
Infection with infectious hypodermal and haematopoietic necrosis virus for details of the ISH method, and Chapter 2.2.0
Section B.5.3.ii for detailed information on the use of Davidson’s AFA fixative.)

False-negative ISH results may occur with Davidson’s fixed tissues if tissues are left in fixative for more than 24—-48 hours.
The low pH of Davidson’s fixative causes acid hydrolysis of the TSV single-stranded RNA genome, resulting in false-
negative probe results. This hydrolysis can be prevented by avoiding fixation times over 24 hours (Hasson et al., 1997;
Lightner, 1996a; Lightner & Redman 1998).

4.7. Immunohistochemistry
Not suitable.
4.8. Bioassay

Confirmation of infection with TSV may be accomplished by bioassay of TSV-suspect animals with SPF juvenile P. vannamei
serving as the indicator of the virus (Garza et al., 1997; Hasson et al., 1999b; 1995; Lightner, 1996a; Lotz, 1997; Overstreet et al.,
1997). Oral or injection protocols may be used. The oral method is relatively simple to perform and is accomplished by feeding
chopped carcasses of suspect shrimp to SPF juvenile P. vannamei in small tanks (White et al., 2002). The use of a negative control
tank of indicator shrimp, which receive only SPF (TSV-free) tissue and normal shrimp feed is required. When the carcass feeding
(per os) protocol is used to bioassay for TSV, TSV-positive indicator shrimp (by gross signs and histopathology) are typically
apparent within 3—4 days of initial exposure, and significant mortalities occur by 3-8 days after initial exposure. The negative control
shrimp must remain negative (for at least 10-15 days) for gross or histological signs of disease and unusual mortalities (Hasson et al.,
1999b; Lightner, 1996a; White et al., 2002).

With the injection bioassay protocol, a variety of sample types may be tested for TSV. Whole shrimp are used if they were
collected during an outbreak of infection with TSV. Heads only should be used if shrimp display gross transition-phase lesions
(multifocal melanised spots on the cuticle) or no clinical signs of infection (chronic phase) as the virus, if present, will be
concentrated in the LO (Hasson et al., 1999b; Lightner, 1996a). For non-lethal testing of broodstock, haemolymph samples may
be taken and used to expose the indicator shrimp by IM injection (Lightner, 1996a).

49. Antibody- or antigen-based detection methods
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Not recommended.
4.10. Other methods

4.10.1. Dot-blot immunoassay method

i) For the dot-blot immunoassay method, 1 ul of test antigen (purified virus, infected shrimp haemolymph or SPF
shrimp haemolymph) is dotted on to the surface of MA-HA-N45 assay plates (Millipore)®.

ii)  Afterair drying, the wells are blocked for 1 hour at room temperature with 200 ul of a buffer containing phosphate-
buffered saline and 0.05% Tween 20 (PBST) mixed with 10% normal goat serum (Life Technologies) and 2%
Hammersten casein (Amersham Life Sciences).

iii)  The wells are washed three times with PBST and then reacted with 100 ul primary antibody (MAb or mouse
polyclonal antibodies) for 30 minutes at room temperature.

iv)  Alkaline-phosphatase-labelled goat anti-mouse IgG, y chain specific, secondary antibody (Zymed) diluted 1/1000 in
PBST plus 10% normal goat serum is used for detection (30 minutes at room temperature).

v) After washing three times with PBST, once with PBS and once with distilled water, the reactions are visualised by
development for 15 minutes at room temperature with nitroblue tetrazolium and bromo-chloro-indoyl phosphate
(Roche Diagnostics in 100 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl buffer containing 50 mM MgCl,, pH 9.5.

vi)  Reactions are stopped with distilled water.

vii)  The reactions are graded using a scale from 0 to +4, with the highest intensity reaction being equivalent to the
reaction generated using the MAb against the reference control consisting of semi-purified TSV. A negative reaction
is one in which no coloured spot is visible in the well.

5. Test(s) recommended for surveillance to demonstrate disease freedom in apparently healthy populations

Real-time RT-PCR is the recommended test for surveillance to demonstrate freedom of infection with TSV in apparently healthy
populations as described in Section 4.1.1.

6. Corroborative diagnostic criteria

This section only addresses the diagnostic test results for detection of infection in the absence (6.1) or presence of clinical signs (6.2)
but does not evaluate whether the infectious agent is the cause of the clinical event.

The case definitions for suspect and confirmed cases have been developed to support decision-making related to trade and
confirmation of disease status at the country, zone or compartment level. Case definitions for disease confirmation in endemically
affected areas may be less stringent. H-is—recommen ded-that-all-samples—thatyield-suspectpositive—testresults-in-an-otherwise

i i i i - If a laberatery-Competent Authority does not have the eapaeity-capability

to undertake the necessary diagnostic tests it should seek advice from the appropriate WOAH Reference Laboratory, and if necessary

refer samples to that laboratory for confirmatory testing of samples from the index case in a country, zone or compartment
considered free.

6.1. Apparently healthy animals or animals of unknown health status 2
Apparently healthy populations may fall under suspicion, and therefore be sampled, if there is an epidemiological link(s) to an
infected population. Hydrographical proximity to, or movement of animals or animal products or equipment, etc., from a known

infected population equate to an epidemiological link. In addition, apparently Alterratively; healthy populations are sampled,
when-ia surveys are carried out to demonstrate disease freedom.

6.1.1. Definition of suspect case in apparently healthy animals

! Reference to specific commercial products as examples does not imply their endorsement by WOAH. This applies to all commercial products
referred to in this Aquatic Manual.
2 For example transboundary commodities.
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The presence of infection with TSV shall be suspected if at least one of the following criteria is met:

i)
ii)

A positive result by real-time RT-PCR

A positive result by conventional RT-PCR

6.1.2. Definition of confirmed case in apparently healthy animals

The presence of infection with TSV is considered to be confirmed if atteast-ene-efthe following criterion eriteria-is met:

i)

A positive result by real-time RT-PCR and a positive result by conventional RT-PCR followed by sequencing of the
amplicon

6.2. Clinically affected animals

No clinical signs are pathognomonic for a single disease; however, they may narrow the range of possible diagnoses.

6.2.1. Definition of suspect case in clinically affected animals

The presence of infection with TSV shall be suspected if at least one of the following criteria is met:

i)

i)
i)
iv)

v)

Gross pathology or clinical signs associated with the disease as described in this chapter, with or without elevated
mortality

Histopathological changes consistent with TSV infection
Positive result by real-time RT-PCR
Positive result by conventional RT-PCR

Positive result of a bioassay

6.2.2. Definition of confirmed case in clinically affected animals

The presence of infection with TSV is considered to be confirmed if at least at least one of the following criteria is met:

i)

ii)
if)

6.3.

A positive result by real-time RT-PCR and a positive result by conventional RT-PCR followed by sequencing of the
amplicon

A positive result by in-situ hybridisation and a positive result by real-time RT-PCR

A positive result by in-situ hybridisation and a positive result by conventional RT-PCR followed by amplicon
sequencing

Diagnostic sensitivity and specificity for diagnostic tests

The diagnostic performance of tests recommended for surveillance or diagnosis of infection with TSV are provided in Tables 6.3.1
and 6.3.2. (rere-no data are currently available for either). This information can be used for the design of surveys for infection
with TSV, however, it should be noted that diagnostic performance is specific to the circumstances of each diagnostic accuracy
study (including the test purpose, source population, tissue sample types and host species) and diagnostic performance may vary
under different conditions. Data are only presented where tests are validated to at least level 2 of the validation pathway
described in Chapter 1.1.2. and the information is available within published diagnostic accuracy studies.

6.3.1. For surveillance of clinically affected animals
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Test Source Tissue or . DSe DSp Reference s
Test type . Species Citation
purpose populations sample types (n) (n) test
DSe: = diagnostic sensitivity, DSp = diagnostic specificity.
6.3.2. For surveillance of apparently healthy animals
Tissue or

T D

est Test purpose Sourc'e sample Species Se DSp (n) Reference test Citation
type populations types (n)

DSe: = diagnostic sensitivity, DSp = diagnostic specificity.
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NB: There is a WOAH Reference Laboratory for infection with Taura syndrome virus
(please consult the WOAH Web site for the most up-to-date list:
https://www.woah.org/en/what-we-offer/expertise-network/reference-laboratories/#ui-id-3).
Please contact WOAH Reference Laboratories for any further information on
infection with Taura syndrome virus

NB: FIRST ADOPTED IN 2006. MOST RECENT UPDATES ADOPTED IN 2017.
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Anexo 27. item 10.1.6. — Capitulo 2.2.8. Infeccién por el virus del sindrome de las manchas blancas

CHAPTER 2.2.8.

INFECTION WITH WHITE SPOT SYNDROME VIRUS

1. Scope

Infection with white spot syndrome virus means infection with the pathogenic agent white spot syndrome virus (WSSV), Genus
Whispovirus, Family Nimaviridae.

2. Disease information
2.1. Agent factors

2.1.1. Aetiological agent

WSSV was assigned by the International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) as the only member of the genus
Whispovirus within the Nimaviridae family. Virions of WSSV are ovoid or ellipsoid to bacilliform in shape, have a regular
symmetry, and measure 80—120 nm in diameter and 250-380 nm in length. A flagella-like extension (appendage) may be
observed at one end of the virion. WSSV has been divided into three groups: isolates originating from Thailand (WSSV-
TH-96-11), isolates originating from India (WSSV-IN-07-1), and another Indian isolate (WSSV-IN-06-l1). Most strains of WSSV
were speculated to have originated from the Indian Ocean and then spread across the world (Zeng, 2021). Today,
although various geographical isolates with genotypic variability have been identified, they are all classified as a single
species (WSSV) within the genus Whispovirus (Lo et al., 2012; Wang et al., 2019).

2.1.2. Survival and stability in processed or stored samples

Viable WSSV was found in frozen commodity shrimp imported to Australia from Southeast Asia (McColl et al., 2004). The
virulence of WSSV was retained for 14 months at —80°C in a filtered tissue homogenate prepared from moribund shrimp
with hepatopancreas and abdomen removed (Momoyama et al., 1998). The virus originally collected from the
haemolymph of moribund shrimp could maintain its virulence for at least 16 months at —80°C (Wu et al., 2002). However,
WSSV might be inactivated by multiple freeze-thaw cycles due to damage the viral envelopes or nucleocapsids (Durand
et al., 2000; Hasson et al., 2006).

2.1.3. Survival and stability outside the host

The agent is viable for at least 30 days at 30°C in seawater under laboratory conditions (Momoyama et al., 1998); and is
viable in ponds for at least 3—4 days (Nakano et al., 1998). Laboratory emulations of drainable and non-drainable ponds
suggest that the virus is no longer infective after 21 days of sun-drying or after 40 days in waterlogged pond sediment
(Satheesh Kumar et al., 2013).

WSSV with an initial viral load of 1000 virions ml~* was found to be viable for a period of 12 days in seawater of 27 ppt
salinity, pH of 7.5 at 29-33°C. In shrimp pond sediment (with initial viral load of 211,500 copies g™!), the virus was viable
and infective up to 19 days despite sun-drying. In the case of non-drainable conditions, WSSV (753,600 copies g})
remained infective for a period of 35 days (Satheesh Kumar et al., 2013).

For inactivation methods, see Section 2.4.5.
2.2. Host factors

2.2.1. Susceptible host species
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Of all the species that have been tested to date, no decapod (order Decapoda) crustacean from marine, brackish or
freshwater sources has been reported to be refractory to infection with WSSV (Flegel, 1997; Lightner, 1996; Lo & Kou,
1998; Maeda et al., 2000; Stentiford et al., 2009).

Note: an assessment of species that meet the criteria for listing as susceptible to infection with WSSV in accordance with

Chapter 1.5. has not yet been completed
2.2.2. Species with incomplete evidence for susceptibility

All life stages are potentially susceptible, from eggs to broodstock (Lightner, 1996; Venegas et al., 1999). WSSV genetic
material has been detected in reproductive organs (Lo et al., 1997), but susceptibility of the gametes to WSSV infection
has not been determined definitively.

2.2.3. Likelihood of infection by species, host life stage, population or sub-populations

The best life stages of crustaceans for detection of WSSV are late postlarvae (PL) stages, juveniles and adults. Probability
of detection can be increased by exposure to stressful conditions (e.g. eye-stalk ablation, spawning, moulting, changes in
salinity, temperature or pH, and during plankton blooms).

2.2.4. Distribution of the pathogen in the host

The major target tissues of WSSV are of ectodermal and mesodermal embryonic origin, especially the cuticular epithelium
and subcuticular connective tissues (Momoyama et al., 1994; Wongteerasupaya et al., 1995). Although WSSV infects the
underlying connective tissue in the crustacean hepatopancreas and midgut, the tubular epithelial cells of these two
organs are of endodermal origin, and they do not become infected.

2.2.5. Aquatic animal reservoirs of infection

Wild decapods known to be reservoirs of infection with WSSV include Mysis sp. (Huang et al., 1995), Acetes sp., Alpheus
sp., Callianassa sp., Exopalaemon sp., Helice sp., Hemigrapsus sp. Macrophthalmus sp., Macrophthel sp., Metaplax sp.,
Orithyia sp., Palaemonoidea sp., Scylla sp., Sesarma sp., and Stomatopoda sp. (Desrina et al., 2022; He & Zhou, 1996; Lei
et al., 2002). These species can express the disease under suitable environmental conditions. However, non-decapodal
crustaceans, such as copepods (Huang et al., 1995), rotifers (Yan et al., 2004), Balanus sp. (Lei et al., 2002), Artemia (Li et
al., 2004; Zhang et al., 2010) and Tachypleidue sp. (He & Zhou, 1996) may be apparently healthy carrier animals. Other
marine molluscs, polychaete worms (Vijayan et al., 2005), as well as non-crustacean aquatic arthropods such as sea slaters
(Isopoda), and Euphydradae insect larvae can mechanically carry the virus without evidence of infection (Lo & Kou, 1998).

2.2.6. Vectors

The harpacticoid copepod Nitocra sp. (Zhang et al., 2008), microalgae (Liu et al., 2007), and the polychaete, Dendronereis
spp. (Peters) (Desrina et al., 2013; Haryadi et al., 2015) are vectors for WSSV.

2.3. Disease pattern

Infection with WSSV sometimes causes clinical disease (Tsai et al., 1999), depending on factors that are poorly understood
but related to species tolerance and environmental triggers. With an appropriate infection dose to allow sufficient time
before mortality, animals susceptible to disease show large numbers of virions circulating in the haemolymph (Lo et al., 1997),
but this may also occur for tolerant species that show no mortality. Thus, high viral loads per se do not cause disease or
mortality for all susceptible species.

2.3.1. Mortality, morbidity and prevalence

All penaeid shrimp species are highly susceptible to infection with WSSV, often resulting in high mortality. Crabs, crayfish,
freshwater prawns, spiny lobsters and clawed lobsters are susceptible to infection with WSSV, but morbidity and
mortality as a consequence of infection are highly variable (Lo & Kou, 1998). High level infections with WSSV are known
in some decapods in the absence of clinical disease.

Prevalence of infection with WSSV is highly variable, from <1% in infected wild populations to up to 100% in captive
populations (Lo & Kou, 1998).
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2.3.2. Clinical signs, including behavioural changes

White spots embedded within the exoskeleton are the most commonly observed clinical sign. In most shrimp, these spots
range from barely visible to 3 mm in diameter, and they sometimes coalesce into larger plates. However, it should be
noted that environmental stress factors, such as high alkalinity, or bacterial disease can also cause white spots on the
carapace of shrimp, and that moribund shrimp with infection with WSSV may have few, if any, white spots. Therefore,
the appearance of white spots is not a reliable diagnostic sign of infection with WSSV infection. High degrees of colour
variation with a predominance of reddish or pinkish discoloured shrimp are seen in diseased populations.

WSSV infections can be subclinical or manifest as clinical disease. The penaeid shrimp in aquaculture will generally show
clinical signs associated with high morbidity and mortality. Some animals may die without showing any clinical signs. Non-
penaeid species (e.g. crab, lobster) generally have subclinical infections under natural conditions.

The affected animals can show lethargy, decreased or absent feed consumption and abnormal swimming behaviour —
slow swimming, swimming on side, swimming near water surface and gathering around edges of rearing units (Corbel et
al., 2001; Sahul Hameed et al., 1998; 2001). A very high mortality rate in the shrimp population can be expected within a
few days of the onset of behavioural signs.

2.3.3 Gross pathology

In addition to the clinical and behavioural signs in Section 2.3.2. above, the following gross pathology has been reported
in clinically affected penaeid shrimp: loosened attachment of the carapace with underlying cuticular epithelium (Sanchez-
Paz, 2010), so that the carapace can be easily removed (Zhan et al., 1998); empty gastro-intestinal tract due to anorexia
(Escobedo-Bonilla, 2008); delayed clotting of haemolymph (Heidarieh et al., 2013); excessive fouling of gills (Wu et al.,
2013) and exoskeleton.

2.3.4. Modes of transmission and life cycle

Infection with WSSV can be transmitted horizontally by consumption of infected tissue (e.g. cannibalism, predation,
fomites, etc.), by water-borne routes, and by other routes of transmission (e.g. via sea birds, anthropogenic movements,
feeding, rotifer, copepods, etc) (Haryadi et al., 2015; Vanpatten et al., 2004; Zhang et al., 2006; 2008). Transmission of
WSSV can occur from apparently healthy animals in the absence of disease. Dead and moribund animals can be a source
of disease transmission (Lo & Kou, 1998). Microalgae could serve as a potential horizontal transmission pathway for WSSV
(Liu et al., 2007).

True vertical transmission (intra-ovum) of WSSV to the progeny has not been demonstrated.

In-vitro studies with primary cell cultures and in-vivo studies with postlarvae show that the replication cycle is
approximately 20 hours at 25°C (Chang et al., 1996; Chen et al., 2011; Wang et al., 2000).

2.3.5. Environmental factors

Disease outbreaks may be induced by stressors, such as rapid changes in salinity. Water temperature has a profound
effect on disease expression, with average water temperatures of between 18 and 30°C being conducive to WSSV
outbreaks (Song et al., 1996; Vidal et al., 2001). Under experimental challenge condition, WSSV-induced mortality in
shrimp is reduced when the temperature increases above 32°C (Vidal et al., 2001).

2.3.6. Geographical distribution

Infection with WSSV has been identified from crustaceans in Asia, the Mediterranean (Stentiford & Lightner, 2011), the
Middle East, Oceania (Moody et al., 2022) and the Americas. Zones and compartments free from infection with WSSV are
known within these regions (Lo et al., 2012).

See WAHIS (https://wahis.woah.org/#/home) for recent information on distribution at the country level.

2.4. Biosecurity and disease control strategies

2.4.1. Vaccination

No consistently effective vaccination methods have been developed for infection with WSSV.
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2.4.2. Chemotherapy including blocking agents

No published or validated methods.

2.4.3. Immunostimulation

Several reports have shown that beta-glucan, vitamin C, seaweed extracts (fucoidan) and other immunostimulants may

improve resistance to infection with WSSV (Chang et al., 2003; Chotigeat et al., 2004).

2.4.4. Breeding resistant strains

Progress in breeding P. vannamei for resistance to infections with WSSV has been reported (Cuellar-Anjel et al., 2012;

Huang et al., 2012).

2.4.5. Inactivation methods

Method Treatment Reference
55°C/90 min
70°C/5 min Changetal., 1998
Heat 50°C/60 min
60°C/1 min Nakano et al., 1998
70°C/0.2 min
H pH 3/60 min Chang et al., 1998; Balasubramanian
P pH 12/10 min et al.,, 2006
uv 9.30 x 10° uWs/cm? Chang et al., 1998
Ozone 0.5 g mI™/10 min Chang et al., 1998
. . Chang et al., 1998; Balasubramanian
Chlorine 100 ppm/10 min etal, 2006
lodophore 100 ppm/10 min Changetal., 1998

2.4.6. Disinfection of eggs and larvae

For transovum transmission, disinfection of egg is likely to be effective (Lo & Kou, 1998), but this has not yet been

confirmed in formal scientific trials.

2.4.7. General husbandry

Management practices in endemic areas principally involve the exclusion of WSSV from production populations or
avoiding risk factors for development of clinical disease. Examples include avoiding stoc king in the cold season, use of
specific pathogen-free (SPF) or polymerase chain reaction (PCR)-negative seed stocks, use of biosecure water and culture
systems (Withyachumnarnkul, 1999). Polyculture of shrimp and fish has been proposed to reduce WSSV transmission in

infected populations (Wang et al., 2021).

3. Specimen selection, sample collection, transportation and handling

This section draws on information in Sections 2.2, 2.3 and 2.4 to identify populations, individuals and samples that are most likely to

be infected.

3.1. Selection of populations and individual specimens

Samples of moribund shrimp or shrimp that show clinical signs or exhibit behavioural changes (Sections 2.3) should be

selected for detection of WSSV.

3.2. Selection of organs or tissues
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Tissue tropism analysis from both experimentally infected shrimp and wild-captured brooders shows that tissues originating
from the ectoderm and mesoderm, especially the cuticular epithelium and subcuticular connective tissues, as well as other
target tissues (e.g. antennal gland, haematopoietic organ, etc.), are the main target tissues for infection with WSSV. Samples
from the pleopods, gills, haemolymph, stomach or abdominal muscle are recommended for submission (Lo et al., 1997).

3.3.  Samples or tissues not suitable for pathogen detection
Although WSSV infects the underlying connective tissue in the shrimp hepatopancreas and midgut, the columnar epithelial
cells of these two organs are of endodermal embryonic origin (Lo et al., 1997) and are not appropriate tissues for detection.
The compound eye may contain a PCR inhibitor (Lo et al., 1997) and is therefore not suitable for PCR-based diagnosis.

3.4. Non-lethal sampling

Gill, haemolymph or pleopod are suitable tissues for non-lethal sampling and screening by PCR.

If non-lethal tissue sample types differ from recommended tissues (see Section 3.2.), or from the tissue samples used in
validation studies, the effect on diagnostic performance should be considered.

3.5. Preservation of samples for submission

For guidance on sample preservation methods for the intended test methods, see Chapter 2.2.0 General information
(diseases of crustaceans).

3.5.1. Samples for pathogen isolation

The suecess-of pathegen-iselation-and-results of bioassay depend strongly on the quality of samples (time since collection
and time in storage). Fresh specimens should be kept on ice and preferably sent to the laboratory within 24 hours of

collection. To avoid degradation of samples, use alternative storage methods only after consultation with the receiving
laboratory.

3.5.2. Preservation of samples for molecular detection

Tissue samples for PCR testing should be preserved in 90% (v/v) analytical/reagent-grade (undenatured) ethanol. The
recommended ratio of ethanol to tissue is 10:1 based on studies in terrestrial animal and human health. The use of lower
grade (laboratory or industrial grade) ethanol is not recommended. If material cannot be fixed it may be frozen.

Standard sample collection, preservation and processing methods for histological techniques can be found in Section
B.5.5. of Chapter 2.2.0 General information (diseases of crustaceans).

3.5.3. Samples for histopathology, immunohistochemistry or in-situ hybridisation
Standard sample collection, preservation and processing methods for histological techniques can be found in Chapter
2.2.0 General information (diseases of crustaceans).

3.5.4. Samples for other tests

Not applicable.
3.6. Pooling of samples

Pooling of samples from more than one individual animal for a given purpose should only be recommended where robust
supporting data on diagnostic sensitivity and diagnostic specificity have been evaluated and found to be suitable. The effect
of pooling on diagnostic sensitivity has not been thoroughly evaluated, therefore larger specimens should be processed and
tested individually. Small life stages can be pooled to obtain the minimum amount of material for virus isolation or molecular
detection.

4. Diagnostic methods
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The methods currently available for pathogen detection that can be used in i) surveillance of apparently healthy animals, ii)
presumptive diagnosis in clinically affected animals and iii) confirmatory diagnostic purposes are listed in Table 4.1. by animal life
stage.

Ratings for purposes of use. For each recommended assay a qualitative rating for the purpose of use is provided. The ratings are
determined based on multiple performance and operational factors relevant to application of an assay for a defined purpose. These
factors include appropriate diagnostic performance characteristics, level of assay validation, availability cost, timeliness, and sample
throughput and operability. For a specific purpose of use, assays are rated as:

+++ = Methods are most suitable with desirable performance and operational characteristics.

++ = Methods are suitable with acceptable performance and operational characteristics under most
circumstances.

+= Methods are suitable, but performance or operational characteristics may limit application under some
circumstances.

Shaded boxes = Not appropriate for this purpose.

Validation stage. The validation stage corresponds to the assay development and validation pathway in chapter 1.1.2. The validation
stage is specific to each purpose of use. Where available, information on the diagnostic performance of recommended assays is
provided in Section 6.3.

WOAH Reference Laboratories welcome feedback on diagnostic performance of recommended assays, in particular PCR methods.
Of particular interest are any factors affecting expected assay sensitivity (e.g. tissue components inhibiting amplification) or expected
specificity (e.g. failure to detect particular genotypes, detection of homologous sequences within the host genome). These issues
should be communicated to the WOAH Reference Laboratories so that advice can be provided to diagnostic laboratories and the
standards amended if necessary.
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Table 4.1. WOAH recommended diagnostic methods and their level of validation for surveillance of apparently healthy animals and investigation of clinically affected animals

A. Surveillance of apparently healthy animals B. Presumptive diagnosis of clinically affected C. Confirmatory diagnosis® of a suspect result from
animals surveillance or presumptive diagnosis
Method
Early life Juveniles? Adults Lv Early life Juveniles? Adults Lv Early life Juveniles? Adults Lv
stages? stages? stages?
Wet mounts
Histopathology + + + 1
Cell culture
Real-time PCR +++ +++ +++ 4 +++ +++ +++ 4 +++ +++ +++ 4
Conventional PCR ++ ++ ++ 2 ++ ++ ++ 2
Conventional PCR followed by
K R +++ +++ +++ 2
amplicon sequencing
In-situ hybridisation + + + 1 + + + 1
Bioassay + + + 1
LAMP ++ ++ ++ 1 ++ ++ ++ 1 + + + 1
Ab-ELISA + + + 1
Ag-ELISA + + + 1
Other antigen detection
+ + + 1
methods
Other methods

LV = level of validation, refers to the stage of validation in the WOAH Pathway (chapter 1.1.2); PCR = polymerase chain reaction; LAMP = loop-mediated isothermal amplification;

Ab- or Ag-ELISA = antibody or antigen enzyme-linked immunosorbent assay, respectively; IFAT = indirect fluorescent antibody test.
For confirmatory diagnoses, methods need to be carried out in combination (see Section 6). 2Susceptibility of early and juvenile life stages is described in Section 2.2.3.

Shading indicates the test is inappropriate or should not be used for this purpose.
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4.1. Wet mounts

Demonstration of hypertrophied nuclei in squash preparations of the gills and/or cuticular epithelium, which may be stained

or unstained.

T-E staining

A T-E staining solution may be prepared from Trypan blue 0.6%, Eosin Y 0.2%, NaCl 0.5%, phenol 0.5%, and glycerol 20%

(Huang & Yu, 1995) and used as follows:

i) Place a piece of diseased tissue (e.g. a piece of gill or stomach epithelium without the cuticle) on a slide and mince with
a scalpel.

ii)  Add 1-2 drops of the T-E staining solution to the minced tissue, mix and allow to stain for 3—-5 minutes.

iii)  Lay a cover glass over the stained tissue and cover with several pieces of absorbent paper. Use a thumb to squash the

mince into a single layer of cells.

If the sample was taken from a heavily infected shrimp, hypertrophied nuclei and intranuclear eosinophilic or vacuolation-
like inclusion bodies can be observed using light microscopy (400—-1000x magnification).

4.2. Histopathology and cytopathology

Smears

Demonstration of aggregates of WSSV virions in unstained smear preparations of haemolymph by dark-field microscopy.

NOTE: This is the simplest of the microscopic techniques and is recommended for people with limited expertise in diagnosing
infection with WSSV. The aggregates appear as small reflective spots of 0.5 um in diameter (Momoyama et al., 1995).

Fixed sections

Histological changes commonly reported in susceptible species include: Hypertrophied nuclei with marginated chromatin
material in virus-infected cells; eosinophilic to pale basophilic (with haematoxylin & eosin stain) stained intranuclear viral
inclusions within hypertrophied nuclei and multifocal necrosis associated with pyknotic and karyorrhectic nuclei in affected
tissues of ectodermal and mesodermal origin. The infection with infectious hypodermal and hematopoietic necrosis virus,
another DNA virus, produces similar inclusions that need to be differentiated from those of WSSV.

4.3. Cell culture for isolation

WSSV can be isolated from primary cultures of lymphoid or ovary cells. However, it is NOT recommended to use cell culture
as a routine isolation method because of: 1) the high risk of contamination, and, 2) the composition of the medium varies
depending on the tissue type, host species and experimental purpose; that is, to date there is no standard or recognised
medium that can be recommended. As primary cell culture is so difficult to initiate and maintain for virus isolation purposes,
bioassay should be the primary means for virus propagation.

4.4. Nucleic acid amplification

PCR assays should always be run with the controls specified in Section 5.5 Use of molecular and antibody-based techniques
for confirmatory testing and diagnosis of Chapter 2.2.0 General information (diseases of crustaceans). Each sample should be
tested in duplicate.

Extraction of nucleic acids

Numereus-Different kits and procedures can be used for nucleic acid extraction. The quality and concentration of the extracted

nucleic acid is important and shewld-can be checked using a suitable method as appropriate to the circumstances-using-epticat
deﬂ-s—}t—y—er—m}lﬁg—a—gel’ i .

4.4.1. Real-time PCR
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The real-time PCR methods described by Durand & Lightner (2002) and Sritunyalucksana et al. (2006) are described here

as modified and validated by Moody et al., (2022).

Pathogen . ) o . Cyclin
gen/ Primer/probe (5’-3’) Concentration ycling
Target parameters
Method 1: Durand & Lightner, 2002%; GenBank Accession No.: NC_003225
45 eyclesof:
95°C/15 secand
WSSVé Fwd WSS1011F: TGG-TCC-CGT-CCT-CAT-CTC-AG 900 nM 50°C/2 min
ORF-XCapsid Rev WSS1079R: GCT-GCC-TTG-CCG-GAA-ATT-A 900 nM 95°C/10 min
protein Probe: 6FAM-AGC-CAT-GAA-GAA-TGC-CGT-CTA-TCA-CAC-A-TAMRA 250 nM 95°C/10 min,
_— then 45 cycles of:
94°C/15 sec and
60°C/1 min
Method 2: Sritunyalucksana, 2006*; GenBank Accession No.: AF440570
45-¢cyeles-of:
95°C/15 secand
WSsSv/ Fwd CSIRO WSSV-F: CCG-ACG-CCA-AGG-GAA-CT 900 nM 56090 Cg’ 21 i
ORFXCapsid Rev CSIRO WSSV-R: TTC:AGA-TTC-GTT-ACC-GTT-TCC-A 900 nM gim
protein Probe: 6FAM-CGC-TTC-AGC-CAT-GCC-AGC-CG-TAMRA 250 nM then 45 cveles of-
94°C/15 sec and
60°C/1 min

'Method described here as modified and validated by Moody et al., 2022

4.4.2. Conventional PCR

Pathogen . . .
gen/ Primerfprebe (5'-3’) Concentration Cycling parameters
Target
Method 1: Lo et al., 1996a; GenBank Accession No.: AF440570; amplicon size: 1447/941 bp
QuterPrimary 100 pmol 39 cycles of 94°C/1
Fwd 146F1: ACT-ACT-AAC-TTC-AGC-CTA-TCTAG 100 pmol min, 55°C/1 min,
WSSV Rev 146R1: TAA-TGC-GGG-TGT-AAT-GTT-CTT-ACG-A P 72°C/2 min
{ ) lanerNested 100 pmol 39 cycles of 94°C/1
Fwd 146F2: GTA-ACT-GCC-CCT-TCC-ATC-TCC-A 100 pmol min, 55°C/1 min,
Rev 146R2: TAC-GGC-AGC-TGC-TGC-ACC-TTG P 72°C/2 min

Commercial PCR kits are available. Please consult the WOAH Register for kits that have been certified by WOAH

(https://www.woah.org/en/what-we-offer/veterinary-products/#ui-id-5).

4.4.3.

The protocol described here is from Kono et al. (2004). The LAMP method is sensitive and rapid, and it amplifies the

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) method

target nucleic acids under isothermal conditions, therefore needing no sophisticated machine for thermal cycling.

DNA extraction

DNA extraction could be performed according to the protocol described in Section 4.4.2 Conventional PCR or by other

suitable methods or by commercial kits.

LAMP reaction
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4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

i) Add DNA to a tube to set up a 25 ul reaction mixture (20 mM Tris/HCI, pH 8.8, 10 mM KCl, 8 mM MgS0O,4, 10 mM
(NH4)2S04, 0.1% Tween 20, 0.8M Betaine, 1.4 mM of each dNTP, 40 pmol of WSSV-FIP and -BIP primers, 5 pmol of
WSSV-F3 and -B3 primers).

ii)  The primer sequences are WSSV-FIP: 5’-GGG-TCG-TCG-AAT-GTT-GCC-CAT-TTT-GCC-TAC- GCA-CCA-ATC-TGT-G-3’,
WSSV-BIP: 5’-AAA-GGA-CAA-TCC-CTC-TCC-TGC-GTT-TTA-GAA-CGG-AAG-AAA-CTG-CC-TT-3’, WSSV-F3: ACG-GAC-
GGA-GGA-CCC-AAA-TCG-A-3’, WSSV-B3: 5’-GCC-TCT-GCA-ACA-TCC-TTT-CC-3".

iii)  Heat the mixture at 50°C for 5 minutes and at 95°C for 5 minutes, then chill on ice, and add 1 ul (8 U) of Bst DNA
polymerase.

iv)  Incubate the mixture at 65°C for 60 minutes, and then terminate the reaction at 80°C for 10 minutes.

v)  To visualise, electrophorese 2 pl LAMP reaction products on 2% agarose gels containing ethidium bromide at a
concentration of 0.5 ug ml™. This reaction produces WSSV-specific LAMP products with multiple bands of various
sizes from approximately 200 bp to the loading well.

Reliable LAMP commercial kits may be an alternative for WSSV diagnosis.
Amplicon sequencing

The size of the PCR amplicon is-should be verified, for example by agarose gel electrophoresis;ard-purified-by-excisionfrom
thisgel. Both DNA strands of the PCR product must be sequenced and analysed and-compared.in comparison with published
reference sequences.

In-situ hybridisation

Use of WSSV-specific DNA probes with histological sections is useful to demonstrate the presence of WSSV nucleic acid in
infected cells (Nunan & Lightner, 1997). See Chapter 2.2.0 Section 5.5.4 for general comments on in-situ hybridisation.

Immunohistochemistry
See Section 4.9.
Bioassay

If SPF shrimp are available, the bioassay method based on Nunan et al. (1998) and Durand et al. (2000), is suitable for WSSV
diagnosis.

4.9. Antigen detection methods

4.10.

Both polyclonal and monoclonal antibodies raised against either the virus or a recombinant viral structural protein have been
used in various immunological assays including western blot analysis, immunodot assay, indirect fluorescent antibody test
(IFAT), immunohistochemistry (IHC) or enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to detect WSSV (Huang et al., 1995;
Poulos et al., 2001; Sithigorngul et al., 2006; Yoganandhan et al., 2004).

Other methods

Lateral flow tests are commercially available but their performance needs to be evaluated before they can be recommended.

5. Test(s) recommended for surveillance to demonstrate freedom in apparently healthy populations

Real-time PCR is the recommended test for surveillance to demonstrate freedom of infection with WSSV in apparently healthy
populations as described in Section 4.4.1.

6. Corroborative diagnostic criteria
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This section only addresses the diagnostic test results for detection of infection in the absence (Section 6.1.) or in the presence of
clinical signs (Section 6.2.) but does not evaluate whether the infectious agent is the cause of the clinical event.

The case definitions for suspect and confirmed cases have been developed to support decision-making related to trade and
confirmation of disease status at the country, zone or compartment level. Case deflnltlons for dlsease conflrmatlon in endemlcally
affected areas may be less stringent.

whethe#%net—ehmea#s&gnsareassee&ate&#&h—th&eas& If a bbe#atery—Competent Authorltv does not have the eapaemy— apablllty

to undertake the necessary diagnostic tests it should seek advice from the appropriate WOAH Reference Laboratory, and if necessary

refer samples to that laboratory for confirmatory testing of samples from the index case in a country, zone or compartment
considered free.

6.1. Apparently healthy animals or animals of unknown health status?

Apparently healthy populations may fall under suspicion, and therefore be sampled, if there is an epidemiological link(s) to
an infected population. Hydrographical proximity to, or movement of animals or animal products or equipment, etc., from a
known infected population equate to an epidemiological link. Alternatively, healthy populations are sampled in surveys to
demonstrate disease freedom.
6.1.1. Definition of suspect case in apparently healthy animals
The presence of infection with WSSV shall be suspected if at least one of the following criteria is met:
i) Positive result by conventional PCR

ii) Positive result by real-time PCR

iii)  Positive result by LAMP method

6.1.2. Definition of confirmed case in apparently healthy animals
The presence of infection with WSSV is considered to be confirmed if at least one of the following criteria is met:

i) Positive results by real-time PCR and conventional PCR followed by amplicon sequencing

ii) Positive results by LAMP and conventional PCR method followed by amplicon sequencing

6.2  Clinically affected animals
Clinical signs are not pathognomonic for a single disease; however they may narrow the range of possible diagnoses.

6.2.1. Definition of suspect case in clinically affected animals
The presence of infection with WSSV shall be suspected if at least one of the following criteria is met:

i) Gross pathology or clinical signs consistent with the disease as described in this chapter, with or without elevated
mortality

ii)  Histopathology consistent with WSSV infection
iii)  Positive result by conventional PCR

iv)  Positive result by real-time PCR

V) Positive result by LAMP method

vi)  Positive result by in-situ hybridisation

For example transboundary commodities.
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6.2.2. Definition of confirmed case in clinically affected animals
The presence of infection with WSSV is considered to be confirmed if at least at least one of the following criteria is met:
i) Positive results by real-time PCR and conventional PCR followed by amplicon sequencing
ii)  Positive results by LAMP and conventional PCR method followed by amplicon sequencing
iii)  Positive results by in-situ hybridisation and detection of WSSV by real-time PCR
iv)  Positive results by in-situ hybridisation and detection of WSSV by conventional PCR followed by amplicon
sequencing
6.3. Diagnostic sensitivity and specificity for diagnostic tests

The diagnostic performance of tests recommended for surveillance or diagnosis of infection with WSSV are provided in Tables
6.3.1. and 6.3.2. This information can be used for the design of surveys for infection with WSSV, however, it should be noted
that diagnostic performance is specific to the circumstances of each diagnostic accuracy study (including the test purpose,
source population, tissue sample types and host species) and diagnostic performance may vary under different conditions.
Data are only presented where tests are validated to at least level 2 of the validation pathway described in Chapter 1.1.2.
and the information is available within published diagnostic accuracy studies.

6.3.1. For presumptive diagnosis of clinically affected animals

Test type Test purpose pof)?.l:];:iins sa:]SpSI:et;pl;es Species DSe (n) [DSp (n) | Reference test Citation
. Clinically
Real-t PCR
eal-time . . diseased . Penaeus 100% 100% . Moody et
(Durand & Diagnosis . Gill, pleopod Real-time PCR
Lightner, 2002) shrimp from monodon n=71) | (n=71) al., 2022
g ! farms
. Clinically
Real-time PCR . o o
(Sritunyalucksana Diagnosis d!seased Gill, pleopod Penaeus 100% 100% Real-time PCR Moody et
et al,, 2006) shrimp from monodon (n=71) | (n=71) al., 2022
v farms

DSe = diagnostic sensitivity, DSp = diagnostic specificity, n = number of samples used in the study,
PCR: = polymerase chain reaction.
*The nested PCR (Lo et al., 1996a) is linked to false positives for WSSV when they are used to test species of Cherax quadricarinatus (Claydon et al.,
2004).

6.3.2. For surveillance of apparently healthy animals

Source Tissue or Reference
Test type Test purpose opulations sample Species DSe (n) | DSp (n) test Citation
pop types
Penaeus
. . merguiensis, P.
. Surveillance wild .
Re(?)l:rlgzzm in apparently populations Gill, 85;757’;3? P. 76.8% 99.7% Ializr](:i:?ar;s '\:t(‘)sldy
Lightner, 2002) 2:5::& crust(a)ieans pleopod Metapenaeus {n=1591) | (n=1591) analysis 2022
endeavouri, M.
bennettae
Penaeus
. . merguiensis, P.
Surveillance wild
Real-ti PCR lentus, P. B i M
(Srifjnygruecksana in apparently | populations Gill, eszl;ez;jzzl 82.9% 99.7% Iatz\r:isclfanss et?sldy
. (n=1591) |(n=1591) ¢
et al., 2006) ZE?NI:IZ crustca’(f:eans pleopod Metapenaeus (n=1591) | {n=159 analysis 2022
endeavouri, M.
bennettae
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Two real-time PCR

Penaeus

merguiensis, P.

methods in parallel | Surveillance Wild esculentus. P Bavesian Mood
(Sritunyalucksana | in apparently | populations Gill, Iebe'us’ ’ 98.3% 99.4% Iate:/1t class etal v
et al., 2006 and healthy of pleopod PIEbejUs, (n=1591) |(n=1591) ) y
. . Metapenaeus |~————— |=————— analysis 2022
Durand & Lightner, animals crustaceans

2002)

endeavouri, M.

bennettae

DSe = diagnostic sensitivity, DSp = diagnostic specificity, n = number of samples used in the study,
PCR: = polymerase chain reaction.
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NB: There are WOAH Reference Laboratories for infection with white spot syndrome virus
(please consult the WOAH web site:
https://www.woah.org/en/what-we-offer/expertise-network/reference-laboratories/#ui-id-3).
Please contact the WOAH Reference Laboratories for any further information on
infection with white spot syndrome virus

NB: FIRST ADOPTED IN 1997 AS WHITE SPOT DISEASE. MOST RECENT UPDATES ADOPTED IN 2018.
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Anexo 28. item 10.2.1. — Capitulo 2.3.1. Infeccion por Aphanomyces invadans (sindrome epizodético ulcerante)

CHAPTER 2.3.1.

INFECTION WITH APHANOMYCES INVADANS (EPIZOOTIC
ULCERATIVE SYNDROME)

1. Scope

Infection with Aphanomyces invadans means all infections caused by the oomycete fungus-A. invadans of the Genus Aphanomyces
and Family Leptolegniaceae.

2. Disease information
2.1. Agent factors

2.1.1. Aetiological agent

Infection with A. invadans is most commonly known as epizootic ulcerative syndrome (EUS) {Foed—and-Agriculture
Organization-of-the-United-Nations{FABG}-1986)- It has also been known as red spot disease (RSD) (Mckenzie & Hall,
1976), mycotic granulomatosis (MG) (Egusa & Masuda, 1971; Hanjavanit, 1997) and ulcerative mycosis (UM) (Noga &
Dykstra, 1986). The disease is caused by the oomycete Aphanomyces invadans.

Infection with A. invadans is a seasonal epizootic condition of great importance in wild and farmed freshwater and
estuarine fish. It is clinically characterised by the presence of invasive, non-septate hyphae in skeletal muscle, usually
leading to a granulomatous response. Infections with A. invadans have spread widely since the first outbreak in 1971 in
Japan and to date a high degree of genetic homogeneity is observed for this species based on publicly available genome
sequences (Dieguez-Uribeondo et al., 2009; European Food Safety Authority [EFSA] 2011a; Huchzermeyer et al., 2018;
Iberahim et al., 2018; Lilley et al., 2003). Other pathogenic viruses (mostly rhabdoviruses), bacteria (mainly Aeromonas
hydrophila), fungi, oomycetes and parasites are routinely co-isolated from A. invadans-infected fish (Iberahim et al.,
2018).

Aphanomyces invadans is within a group of organisms commonly known as the water moulds. Although long-regarded
as fungi because of their characteristic filamentous growth, this group, the Oomycota, is not considered a member of the
Eumycota (true fungi) but is classified with diatoms and brown algae in a group called the Heterokonta or Stramenopiles
within the Kingdom Chromista (Cavalier-Smith & Chao 2006; Tsui et al., 2009). Junior synonyms of A. invadans include
Aphanomyces piscicida and Aphanomyces invaderis.

2.1.2. Survival and stability in processed or stored samples

There is limited published data on the stability of the pathogen in host tissues. It is not clear whether the pathogen
continues to grow for some time following the death of the host (Oidtmann, 2012).

Aphanomyces invadans cultures can be maintained for extended periods in glucose phosphate broth (6 weeks at 10°C),
agar slopes and sodium phosphate buffer (over 6 months at 20°C) (Lilley et al., 1998).

2.1.3. Survival and stability outside the host

How A. invadans survives outside the host is unclear (Oidtmann, 2012). It is assumed that the motile zoospores, which
are released from an infected fish, will encyst when unsuccessful in finding a suitable substrate to grow on (Oidtmann,
2012). Encysted zoospores of A. invadans are capable of releasing a new zoospore generation instead of germinating in
a process called repeated zoospore emergence (Dieguez-Uribeondo et al., 2009). There is no suitable method to recover
or isolate the encysted zoospore from affected fish ponds (Afzali et al., 2013). How long the encysted spore can survive
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in water or on a non-fish substrate is unclear. In an in-vitro experiment, the encysted zoospore survived for at least 19

days (Lilley et al., 2001).
For inactivation methods, see Section 2.4.5.
2.2. Host factors

2.2.1. Susceptible host species

Note: an assessment of species that meet the criteria for listing as susceptible to infection with A. invadans in accordance

with Chapter 1.5. has not yet been completed

Table 2.1. Fish species susceptible to infection with Aphanomyces invadans

Family Scientific name

Common name

Brycinus lateralis

striped robber

Alestidae Hydrocynus vittatus

tigerfish

Micralestes acutidens

silver robber

Ambassidae Ambassis agassizii chanda perch

Apogonidae Glossamia aprion mouth almighty

Ariidae Arius sp. fork-tailed catfish

Belonidae Strongylura kreffti long tom
Lepomis macrochirus bluegill

Centrarchidae N -
Micropterus salmoides

largemouth black bass

Channa marulius

great snakehead fish

Channidae
Channa striatus striped snakehead
Coptodon rendalli redbreast tilapia
Oreochromis andersoni three-spoted tilapia
Oreochromis machrochir greenhead tilapia
Sargochromis carlottae rainbow bream
Cichlidae Sargochromis codringtonii green bream
Sargochromis giardi pink bream
Serranochromis angusticeps thinface largemouth
Serranochromis robustus Nembwe
Tilapia sparrmanii banded tilapia
Clarias gariepinus sharptooth African catfish
Clariidae Clarias ngamensis blunt-toothed African catfish
Clarius batrachus walking catfish
Alosa sapidissima American shad
Clupeidae Brevoortia tyrannus Atlantic menhaden
Nematalosa erebi bony bream
Barbus paludinosus straightfin barb
Barbus poechii dashtail barb
Barbus thamalakanensis Thamalakane barb
Barbus unitaeniatus longbeard barb
Carassius auratus goldfish
Cyprinidae Catla catla catla
Cirrhinus mrigala mrigal
Esomus sp. flying barb

Labeo cylindricus

red-eye labeo

Labeo lunatus

upper Zambezi labeo

Labeo rohita

rohu

Puntius gonionotus

silver barb
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Family Scientific name Common name
Puntius sophore pool barb
Rohtee sp. keti-Bangladeshi
Oxyeleotris lineolatus sleepy cod
Eleotridae -
Oxyeleotris marmoratus marble goby
Glossogobius giuris bar-eyed goby
Gobiidae Glossogobius sp. goby

Tridentiger obscures obscures

dusky tripletooth goby

Helostomatidae

Helostoma temmincki

kissing gourami

Osphronemidae

Hepsetidae Hepsetus odoe African pike
Ameiurus melas black bullhead
. Ameiurus nebulosus black bullhead
Ictaluridae - - -
Amniataba percoides striped grunter
Ictalurus punctatus channel catfish
Kurtidae Kurtus gulliveri nursery fish
Latidae Lates calcarifer barramundi or sea bass
Lutjanidae Lutjanus argentimaculatus mangrove jack
Melanotaeniidae Melanotaenia splendida rainbow fish
. Marcusenius macrolepidotus bulldog
Mormyridae -
Petrocephalus catostoma churchill
Mugilidae (Mugil spp.; Liza spp.) mullets
. Mugil cephalus grey mullet or striped mullet
Mugilidae - -
Mugil curema white mullet
Myxus petardi mullet
Osmeroidei Plecoglossus altivelis ayu
Colisa lalia dwarf gourami

Osphronemus goramy

giant gourami

Trichogaster pectoralis

snakeskin gourami

Trichogaster trichopterus

three-spot gourami

Osteoglossidae

Scleropages jardini

saratoga

Percichthyidae

Maccullochella ikei

freshwater cod

Maccullochella peelii

Murray cod

Macquaria ambigua

golden perch

Macquaria novemaculeata

Australian bass

Platycephalidae

Platycephalus fuscus

dusky flathead

Psettodidae

Psettodes sp.

spiny turbot

Salmonidae Oncorhynchus mykiss rainbow trout
. Scatophagus argus spotted scat

Scatophagidae — -

Selenotoca multifasciata striped scat

Schilbe intermedius silver catfish
Schilbeidae

Schilbe mystus African butter catfish

o Bairdiella chrysoura drums or croakers

Sciaenidae - -

Pogonias cromis black drum
Sillaginae Sillago ciliata sand whiting
Siluridae Silurus glanis wels catfish
Soleidae Aseraggodes macleayanus narrow banded sole

Acanthopagrus australis yellowfin sea bream
Sparidae Acanthopagrus berda black bream

Archosargus probatocephalus sheepshead
Synbranchidae Fluta alba swamp eel

Terapontidae

Anabas testudineus

climbing perch

Bidyanus bidyanus

silver perch
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Family

Scientific name

Common name

Leiopotherapon unicolor

spangled perch

Scortum barcoo

Barcoo Grunter

Therapon sp. therapon

Toxotidae

Toxotes chatareus common archerfish

Toxotes lorentzi primitive acherfish

2.3.

2.2.2. Species with incomplete evidence for susceptibility [under study]

Species for which there is incomplete evidence to fulfil the criteria for listing as susceptible to infection with A. invadans
according to Chapter 1.5 of the Aquatic Code are: [under study]

2.2.3. Likelihood of infection by species, host life stage, population or sub-populations

Subadult and adult fish are usually described as the susceptible life stages to natural outbreaks of EUS (FAO, 2009).
However, there are reports of infection with A. invadans being found in early life stages (fish fry or fish larvae) (Baldock
et al., 2005; EFSA 2011a). While the size of the fish does not determine an EUS outbreak (Cruz-Lacierda & Shariff, 1995),
younger fish seem to be more prone to EUS compared with adult fish (Gomo et al., 2016; Pagrut et al., 2017).

An experimental injection of A. invadans into the yearling life stage of fdiar-ajerearp; catla (Catla catla), rohu (Labeo
rohita) and mrigal (Cirrhinus mrigala), revealed resistance to A. invadans (Pradhan et al., 2007), even though they are
naturally susceptible species. Experimental infections demonstrated that goldfish (Carassius auratus) are susceptible
(Hatai et al., 1977; 1994), but common carp (Cyprinus carpio) (Wada et al., 1996), Nile tilapia (Oreochromis niloticus)
(Khan et al., 1998) and European eel (Anguilla anguilla), (Oidtmann et al., 2008) are considered resistant.

2.2.4. Distribution of the pathogen in the host

During the course of an infection with A. invadans, the free-swimming zoospore attaches to the skin of a fish host, encysts
and germinates to develop hyphae invading and ramifying through host tissues (Kiryu et al., 2003; Lilley et al., 1998). The
hyphal invasion and associated pathology are not confined to the region of dermal ulcers. The hyphae readily invade the
body cavity and produce mycotic granulomas in all the visceral organs (Vishwanath et al., 1998). In fish either suspected
or confirmed to be infected with A.pharemyees invadans, hyphae have also been observed in kidney, liver, spleen,
pancreatic tissue, gut, parietal peritoneum, swim bladder, gonads, spinal cord, meninges, vertebrae, inter-muscular
bones, the mouth region, and the orbits (Chinabut & Roberts, 1999; Vishwanath et al., 1998; Wada et al., 1996).

2.2.5. Aquatic animal reservoirs of infection

hara no-inform on-to-ind ae-th h n ha elone a of A _inuadan

3 3 3 2 g€ —HYG ~Generally, most infected fish die during
an outbreak. Although some fish with mild or moderate infections could recover, they are unlikely to be lifelong carriers
of A. invadans.

2.2.6. Vectors

No data available.
Disease pattern

2.3.1. Mortality, morbidity and prevalence

The prevalence of infection with A. invadans in the wild and in aquaculture farms may be high (20-90%), in endemic areas
with high levels of mortality observed. Mortality patterns appear to be seasonal and can vary substantially (Herbert et
al., 2019).

2.3.2. Clinical signs, including behavioural changes

Fish usually develop red spots or small-to-large ulcerative lesions on the body. The occurrence of skin lesions and
ultimately mortality varies according to fish species. Fish presenting with lesions are usually weak, appear darker in
colour, have a reduced appetite, are immobile and may float at the surface of the water. Generally infected fish are
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encountered in shallow water and present a retarded ability to escape capture occasionally followed by short lived bouts
of hyperactivity characterised by jerky movements (Huchzermeyer et al., 2018; Iberahim et al., 2018).

2.3.3 Gross pathology

Early-stage lesions or mildly infected fish are characterised by red spots observed on the lateral body surface, head,
operculum or caudal peduncle of the infected fish. Scales of infected fish are often protruding or lost. In severe cases,
swollen haemorrhagic areas, massive inflammation and large deep ulcers exposing the underlying necrotic muscle tissue
are observed (Huchzermeyer et al., 2018; Iberahim et al., 2018). In advanced stages of the disease, the severity of the
disease results in death of the fish (Hawke et al., 2003; Iberahim et al., 2018).

2.3.4. Modes of transmission and life cycle

Aphanomyces invadans has an aseptate fungal-like mycelia structure. This oomycete has two typical zoospore forms. The
primary zoospore consists of round cells that develop inside the sporangium. The primary zoospore is released to the tip
of the sporangium where it forms a spore cluster. It quickly transforms into the secondary zoospore, which is a reniform,
laterally biflagellate cell and can swim freely in the water. The secondary zoospore remains motile for a period that
depends on the environmental conditions and presence of the fish host or substratum. Typically, the zoospore encysts
and germinates to produce new hyphae, although further tertiary generations of zoospores may be released from cysts
(repeated zoospore emergence or polyplanetism) (Lilley et al., 1998). The A. invadans zoospores can be horizontally
transmitted from one fish to another through the water supply. It is believed that only the secondary zoospores or free-
swimming stage zoospores are capable of attaching to the damaged skin of fish and germinating into hyphae. If the
secondary zoospores cannot find the susceptible species or encounter unfavourable conditions, they can encyst in the
pond environment. The cysts may wait for conditions that favour their transformation into tertiary generations of
zoospores that are also in the free-swimming stage. The encysting property of A. invadans may play an important role in
the cycle of outbreaks in endemic areas.

2.3.5. Environmental factors

Under natural conditions, infection with A. invadans has been reported at water temperatures in the range 10-33°C
(Bondad-Reantaso et al., 1992; Hawke et al., 2003) often associated with massive rainfall (Bondad-Reantaso et al., 1992).
These conditions favour sporulation of A. invadans (Lumanlan-Mayo et al., 1997), and temperatures of 17-19°C have
been shown to delay the inflammatory response of fish to oomycete infection (Catap & Munday, 1998, Chinabut et al.,
1995). In some countries, outbreaks occur in wild fish first and then spread to fish ponds. Normally, a bath infection of A.
invadans in healthy susceptible fish species does not result in clinical signs of disease. The presence of other pathogens
(viruses, bacteria or ectoparasites, skin damage, water temperature (between 18 and 22 °C), low pH (6.0-7.0) and low
oxygen concentration in the water have all been hypothesised as predisposing factors for infection or factors influencing
the expression of the disease (Oidtmann, 2012; Iberahim et al., 2018).

Movements of live ornamental fish from countries from which infection with A. invadans is confirmed may spread the
disease as was the case with the outbreak in Sri Lanka (Balasuriya, 1994). Flooding also caused the spread of infection
with A. invadans in Bangladesh and Pakistan (Lilley et al., 1998). Once an outbreak occurs in rivers/canals, the disease
can spread downstream as well as upstream where the susceptible fish species exist.

Aphanomyces invadans grows best at 20—-30°C; it does not grow in-vitro at 37°C. Water salinity over 2 parts per thousand
(ppt) can stop spread of the agent. Under laboratory conditions the optimal growth temperature range for A. invadans is
19-22°C, while under natural conditions A. invadans seems to be more robust (Hawke et al., 2003).

2.3.6. Geographical distribution

Infection with A. invadans was first reported in farmed freshwater ayu (Plecoglossus altivelis) in Asia in 1971 (Egusa &
Masuda, 1971). It was later reported in estuarine fish, particularly grey mullet (Mugil cephalus) in eastern Australia in
1972 (Fraser et al., 1992; Mckenzie & Hall, 1976). Infection with A. invadans has extended its range into South-East and
South Asia, and into West Asia (Lilley et al., 1998; Tonguthai, 1985). Outbreaks of ulcerative disease in menhaden
(Brevoortia tyrannus) in North America had the same aetiological agent as the disease observed in Asia (Blazer et al.,
1999; Lilley et al., 1997a; Vandersea et al., 2006). The first confirmed outbreaks of infection with A. invadans on the
African continent occurred in 2007, and were connected to the Zambezi-Chobe river system (Andrew et al., 2008; FAO,
2009; Huchzermeyer & Van der Waal, 2012; McHugh et al., 2014). In 2010 and 2011, infection with A. invadans appeared
in wild freshwater fish in Southern Africa and in wild brown bullhead fish in North America. Infection with A. invadans
has been reported from more than 20 countries in four continents: North America, Southern Africa, Asia and Australia.
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See WAHIS (https://wahis.woah.org/#/home) for recent information on distribution at the country level.

2.4. Biosecurity and disease control strategies

2.4.1. Vaccination

There is no protective vaccine available.

2.4.2. Chemotherapy including blocking agents

There is no effective treatment for A. invadans-infected fish in the wild and in aquaculture ponds.

2.4.3. Immunostimulation

Experimentally infected snakehead fish fed a vitamin-supplemented feed exhibited clinical signs of infection with A.
invadans but had higher survival than controls (Miles et al., 2001).

2.4.4. Breeding resistant strains

No data available.

2.4.5. Inactivation methods

To minimise fish losses in infected fish ponds water exchange should be stopped and lime or hydrated lime and/or salt
should be applied (Lilley et al., 1998). Preparing fish ponds by sun-drying and liming are effective disinfection methods
for A. invadans (EFSA 2011b; Kumar et al., 2020; Oidtmann, 2012). Similar to other oomycetes or water moulds, general
disinfection chemicals effectively destroy A. invadans that might contaminate farms, fish ponds or fishing gear (lberahim
et al.,, 2018).

2.4.6. Disinfection of eggs and larvae

Reutine-There are no published protocols for A. invadans disinfection-ef-fish-eggsand-larvaeagainst-watermouldsis

A _in

larvae.

2.4.7. General husbandry

Control of A. invadans in natural waters is probably impossible. In outbreaks occurring in small, closed water bodies or
fish ponds, treating water with agricultural limes and improving water quality, together with removal of infected fish, is
often effective in reducing mortalities and controlling the disease. Preventing entry of water from A. invadans-infected
water bodies into fish ponds can prevents spread of the disease into farms. Sodium chloride or salt and agricultural lime
are safe and effective chemicals for treating or preventing the spread of A. invadans.

3. Specimen selection, sample collection, transportation and handling
3.1. Selection of populations and individual specimens

Scoop net, cast net or seine net represent the best choices for catching diseased fish in natural waters or in fish ponds (FAO
2009).

Fish with characteristic EUS-like lesions should be sampled from affected populations
3.2. Selection of organs or tissues

The motile zoospore plays an important role in the spread of the disease. Once the motile spore attaches to the skin of the fish,
the spore will germinate under suitable conditions and its hyphae will invade the fish skin, muscular tissue and reach the internal
organs. Fish skeletal muscle is the target organ and exhibits major clinical signs of infection with A. invadans with mycotic
granulomas (Iberahim et al., 2018). Samples should not be taken from the middle of large lesions as these are likely to be devoid
of visible and viable hyphae. Instead, samples should be taken from the leading edge of the infected area or lesion and where
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possible, multiple samples should be taken from an infected individual to obtain viable hyphae. Fungal hyphae can be seen in
tissue squash mounts and histological sections at the leading edge of the infected area. Attempting to culture A. invadans from
severe ulcers is often constrained because of contaminating bacteria, but still should be attempted. PCR on tissue taken from the
leading edge of the ulcer also should be attempted.

Standard sample collection, preservation and processing methods for molecular technigues can be found in Section B.2.5. of

Chapter 2.3.0 General information (diseases of fish).

3.3.  Samples or tissues not suitable for pathogen detection
Samples should not be taken from the middle of large lesions as these are likely to be devoid of visible and viable hyphae.

3.4. Non-lethal sampling

None available.

3.5. Preservation of samples for submission

Fish specimens should be transported to the laboratory live or in ice-cooled boxes for further diagnosis. Samples must not be
frozen since the-fungus-A. invadans is killed by freezing. Fish collected from remote areas should be anesthetised and can be
fixed in normal 10% formalin or 10% phosphate-buffered formalin for at least 1-2 days. The fixed specimens are then transferred
to double-layer plastic bags with formalin-moistened tissue paper.

For guidance on sample preservation methods for the intended test methods, see Chapter 2.3.0 General information (diseases
of fish).
3.5.1. Samples for pathogen isolation

The success of pathogen isolation depends strongly on the quality of samples (time since collection and time in storage).
Fresh specimens should be kept on ice and preferably sent to the laboratory within 24 hours of collection. To avoid
degradation of samples use alternative storage methods only after consultation with the receiving laboratory. Multiple
samples should be taken from each lesion to increase the chances of obtaining viable hyphae.

3.5.2. Preservation of samples for molecular detection

Tissue samples for PCR testing should be preserved in 70-90% (v/v) analytical/reagent-grade (undenatured) ethanol. The
recommended ratio of ethanol to tissue is 10:1.

3.5.3. Samples for histopathology, immunohistochemistry or in-situ hybridisation

Standard methods for histopathology can be found in Chapter 2.3.0.

3.5.4. Samples for other tests

None

3.6. Pooling of samples

Pooling of samples from more than one individual animal for a given purpose should only be recommended where supporting
data on diagnostic sensitivity and diagnostic specificity have been evaluated and found to be suitable. The effect of pooling on
diagnostic sensitivity has not been thoroughly evaluated, therefore, larger animals should be processed and tested individually

are-available. However, smaller life stages (e.g. fry) can be pooled to provide a minimum amount of material for testing.

4. Diagnostic methods

The methods currently available for pathogen detection that can be used in i) surveillance of apparently healthy animals, ii)
presumptive diagnosis in clinically affected animals and iii) confirmatory diagnostic purposes are listed in Table 4.1. by animal life
stage.

Informe de la reunion de la Comisidon de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos / Febrero de 2023

238



Ratings for purposes of use. For each recommended assay a qualitative rating for the purpose of use is provided. The ratings are
determined based on multiple performance and operational factors relevant to application of an assay for a defined purpose. These
factors include appropriate diagnostic performance characteristics, level of assay validation, availability cost, timeliness, and sample
throughput and operability. For a specific purpose of use, assays are rated as:

+++ = Methods are most suitable with desirable performance and operational characteristics.

++= Methods are suitable with acceptable performance and operational characteristics under most
circumstances.

+= Methods are suitable, but performance or operational characteristics may limit application under some
circumstances.

Shaded boxes = Not appropriate for this purpose.

Validation stage. The validation stage corresponds to the assay development and validation pathway in chapter 1.1.2. The validation
stage is specific to each purpose of use. Where available, information on the diagnostic performance of recommended assays is
provided in Section 6.3.

WOAH Reference Laboratories welcome feedback on diagnostic performance of recommended assays, in particular PCR methods.
Of particular interest are any factors affecting expected assay sensitivity (e.g. tissue components inhibiting amplification) or expected
specificity (e.g. failure to detect particular genotypes, detection of homologous sequences within the host genome). These issues
should be communicated to the WOAH Reference Laboratories so that advice can be provided to diagnostic laboratories and the
standards amended if necessary.
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Table 4.1. WOAH recommended diagnostic methods and their level of validation for surveillance of apparently healthy animals and investigation of clinically affected animals

A.  Surveillance of apparently healthy animals B. Presumptive diagnosis of clinically C. Confirmatory diagnosis® of a suspect result from
affected animals surveillance or presumptive diagnosis
Method
Early life Juveniles? Adults Lv Early life Juveniles? Adults Lv Early life Juveniles? Adults Lv
stages? stages? stages?
Squash-meunts-Clinical signs + + + NA + + + NA
Squash mounts + + + 1 + + + 1
Histopathology ++ ++ ++ 1 ++ ++ ++ 1
Cytopathology
Cell or artificial media culture ++ ++ ++ 1 + + + 1
Real-time PCR
Conventional PCR ++ ++ ++ 1
Conventional PCR followed by
m +++ +++ +++ 1
In-situ hybridisation ++ ++ ++ 1
Bioassay
LAMP
Ab ELISA
Ag ELISA
Other antigen detection methods
Other method

LV = level of validation, refers to the stage of validation in the WOAH Pathway (Chapter 1.1.2); NA = not available; PCR = polymerase chain reaction; LAMP = loop-mediated isothermal amplification;
Ab- or Ag-ELISA = antibody or antigen enzyme-linked immunosorbent assay, respectively.
!For confirmatory diagnoses, methods need to be carried out in combination (see Section 6). 2Susceptibility of early and juvenile life stages is described in Section 2.2.3.
Shading indicates the test is inappropriate or should not be used for this purpose.
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4.1. Seuash-meuntsObservation for clinical signs

Using observational data of clinical signs (see Section 2.3.2 Clinical signs, including behavioural changes) for targeted surveillance

a sample of the fish population should be examined live with a sample size sufficient to meet survey design assumptions as
described in Chapter 1.4 of the Aquatic Code. Surveys should be conducted during seasons that favour clinical manifestation of
infection with A. invadans or when water temperatures are in the range 18—25°C.

4.2. Squash mounts

Aphanomyces invadans can be detected using microscopic examination of squash preparations prepared as follows:

i) Remove ulcer surface using a sharp scalpel blade.

ii)  Cut the muscular tissue at the edge of the ulcer.

iii)  Place the pieces of tissue on a cutting board then make thin slices using a sharp scalpel blade.
iv)  Place the thinly sliced tissue between two glass slides and squeeze gently with fingers.

v) Remove one of the glass slides and cover the tissue with a cover-slip. View under a light microscope to find the nonseptate
hyphae structure of A. invadans (12-25 um in diameter).
4.23. Histopathology and cytopathology

Aphanomyces invadans can be detected using microscopic examination of fixed sections, prepared as follows:

i) Sample only live or moribund specimens of fish with clinical lesions.
ii)  Take samples of skin/muscle (<1 cm3), including the leading edge of the lesion and the surrounding tissue.

iii)  Fix the tissues immediately in 10% formalin. The amount of formalin should be 10 times the volume of the tissue to be
fixed.

4.23.1.Histological procedure

Standard methods for processing are provided in chapter 2.3.0. H&E and general fungus stains (e.g. Grocott’s stain) will
demonstrate typical granulomas and invasive hyphae.

4.23.2 Histopathological changes

Early lesions are caused by erythematous dermatitis with no obvious ocomycete involvement. Aphanomyces invadans
hyphae are observed growing in skeletal muscle as the lesions progress from a mild chronic active dermatitis to a severe
locally extensive necrotising granulomatous dermatitis with severe floccular degeneration of the muscle. The oomycete
elicits a strong inflammatory response and granulomas are formed around the penetrating hyphae.

4.34. Cell culture for isolation

4.34.1.Isolation of Aphanomyces invadans from internal tissues

The following are two methods of isolation of A. invadans adapted from Lilley et al. (1998) and Willoughby & Roberts
(1994).

Method 1: Moderate, pale, raised, dermal lesions are most suitable for oomycete isolation attempts. Remove the scales
around the periphery of the lesion and sear the underlying skin with a red-hot spatula so as to sterilise the surface. Using
a sterile scalpel blade and sterile fine-pointed forceps, cut through the stratum compactum underlying the seared area
and, by cutting horizontally and reflecting superficial tissues, expose the underlying muscle. Ensure the instruments do
not make contact with the contaminated external surface and thereby contaminate the underlying muscle. Using aseptic
techniques, carefully excise pieces of affected muscle, approximately 2 mm3, and place on a Petri dish containing
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glucose/peptone (GP) agar (see Table 4.1) with penicillin G (100 units mI~*) and streptomycin (100 pg ml™). Seal plates,
incubate at room temperature or at 25°C and examine daily. Repeatedly transfer emerging hyphal tips on to fresh plates
of GP agar with antibiotics until cultures are free of contamination.

Method 2: Lesions located on the flank or tail of fish <20 cm in length can be sampled by cutting the fish in two using a
sterile scalpel and slicing a cross-section through the fish at the edge of the lesion. Flame the scalpel until red-hot and
use this to sterilise the exposed surface of the muscle. Use a small-bladed sterile scalpel to cut out a circular block of
muscle (2-4 mm3) from beneath the lesion and place it in a Petri dish of GP medium (see Table 4.1) with 100 units ml?
penicillin G and 100 pg ml~ streptomycin. Instruments should not contact the contaminated external surface of the fish.
Incubate inoculated medium at approximately 25°C and examine under a microscope (preferably an inverted microscope)
within 12 hours. Repeatedly transfer emerging hyphal tips to plates of GP medium with 12 g litre™ technical agar, 100
units ml™ penicillin G and 100 pug ml™ streptomycin until axenic cultures are obtained. The oomycete isolate can also be
maintained at 25°C on glucose/yeast extract (GY) agar (see Table 4.1) and transferred to a fresh GY agar tube once every
1-2 weeks (Hatai & Egusa, 1979).

4.34.2.Identification of Aphanomyces invadans

Aphanomyces invadans does not produce any sexual structures and should thus not be diagnosed by morphological
criteria alone. However, the oomycete can be identified to the genus level by inducing sporogenesis and demonstrating
typical asexual characteristics of Aphanomyces spp., as described in Lilley et al., 1998. Aphanomyces invadans is
characteristically slow-growing in culture and fails to grow at 37°C on GPY agar (Table 4.1). Detailed temperature—growth
profiles are given in Lilley & Roberts (1997). A. invadans can be identified by polymerase chain reaction (PCR) amplification
of the rDNA of A. invadans.

4.34.3.Inducing sporulation in Aphanomyces invadans cultures

The induction of asexual reproductive structures is necessary for identifying oomycete cultures as members of the genus
Aphanomyces. To induce sporulation, place an agar plug (3—4 mm in diameter) of actively growing mycelium in a Petri
dish containing glucose/peptone/yeast (GPY) broth and incubate for 4 days at approximately 20°C. Wash the nutrient
agar out of the resulting mat by sequential transfer through five Petri dishes containing autoclaved pond water (Table
4.4.3.1), and leave overnight at 20°C in autoclaved pond water. After about 12 hours, the formation of achlyoid clusters
of primary cysts and the release of motile secondary zoospores should be apparent under the microscope.

Table 4.4.3.1. Media for isolation, growth and sporulation of Aphanomyces invadans cultures

GP (glucose/peptone) medium GPY GPY agar GY agar Autoclaved pond water
(glucose/peptone/ (glucose/ yeast)
yeast) broth
3 g litre glucose GP broth + GPY broth + 1% glucose, Sample pond/lake water
1 g litre™! peptone 0.5 g litre™ yeast 12 g litre™® 0.25% yeast known to support
0.128 g litre™ MgS04.7H,0 extract technical agar extract, oomycete growth.
0.014 g litre™ KH,PO, 1.5% agar Filter through Whatman

0.029 g litre™* CaCl,.2H,0
2.4 mg litre™* FeCls.6H,0
1.8 mg litre™ MnCl,.4H,0
3.9 mg litre™ CuS04.5H,0

541 filter paper. Combine
one part pond water with
two parts distilled water
and autoclave. pH to 6-7.

0.4 mg litre™ ZnS0,4.7H,0

Agent purification

Maintaining A. invadans in the axenic culture is necessary. As it is characteristically slow-growing, it easily becomes
contaminated with other micro-organisms, such as bacteria and other fast-growing oomycetes and fungi. Attempts to
purify or isolate A. invadans from contaminated cultures usually fail.

4.4, Nucleic acid amplification
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PCR assays should always be run with the controls specified in Section 2.5 Use of molecular techniques for surveillance testing,
confirmatory testing and diagnosis of Chapter 2.3.0 General information (diseases of fish). Each sample should be tested in
duplicate.

Extraction of nucleic acids

Numereus-Different kits and procedures can be used for nucleic acid extraction. The quality and concentration of the extracted
nucleic acid is important and shewtd-can be checked using a suitable method as appropriate to the circumstances-using-epticat
density-errunninga-gel.

4.4.1. Real-time PCR

No real-time PCR methods for detecting A. invadans in fish tissues are available.

4.4.2. Conventional PCR

DNA preparation from A. invadans isolate

DNA is extracted from an actively growing colony of A. invadans culture in GY broth at about 4 days or when young
mycelia reach 0.5-1.0 cm in diameter. The mycelia are transferred to sterile 100-mm Petri dishes, washed twice with PBS
and then placed on tissue paper for liquid removal. Hyphal tips (~50-250 mg) are excised with a sterile scalpel blade and
transferred to a 1.5 ml microcentrifuge tube for DNA extraction. Commercial DNA extraction kits have been used
successfully (Phadee et al., 2004b; Vandersea et al., 2006).

DNA preparation from A. invadans-infected tissue

Small pieces of A. invadans-infected tissue (25-50 mg) are suitable for DNA extractions (Phadee et al., 2004a).

Diagnostic PCR technique

Three published techniques are specific to A. invadans. OQidtmann et al. (2008) demonstrated cross reactivity of the

Phadee et al. (2004b) assay with A. frigidophilus when more than 10 ng of template DNA of A. frigidophilus was used in

the PCR.

Pathogen/ . . .

— Primer/probe (5'=3") Concentration Cycling parameters

target gene = = =

Method 1: Vandersea et al., 2006); GenBank Accession No.: AF396684; Preduct-amplicon size: 234bp

Aphanomyces Fwd Ainvad-2F: TCA-TTG-TGA-GTG-AAA-CGG-TG 0.025 nM 95°C/30 sec 52‘?_&%¢ 95°C/30 sec
invadans (ITS1) Rev Ainvad-ITSR1: GCT-AAG-GTT-TCA-GTA-TGT-AG 0.025 nM S - —
_— -_— — 72°C/2.5 min, 95°C/30 sec

Method 2: Phadee et al., 2004b; GenBank Accession No.: AF396683-AF396684; Preduct-amplicon size: 550bp

Aphanomyces

invadans (ITS1 Fwd ITS11: GCC-GAA-GTT-TCG-CAA-GAA-AC 500 nM 35 cycles:
4(7_ o Cor /AL cn o .
T Rev ITS23: CGT-ATA-GAC-ACA-AGC-ACA-CCA 500 nM 94°C/30 sec, 65°C/45 sec, 72°C/1 min

Method 3: Oidtmann et al., 2008; GenBank Accession No.: EU422990; Preduet-amplicon size: 564

Aphanomyces
Aphanomyces Fwd BO73: CTT-GTG-CTG-AGC-TCA-CAC-TC 600 nM 35 cycles:

"’"‘"ﬁ#ﬁs Rev BO639: ACA-CCA-GAT-TAC-ACT-ATC-TC 600 nM 96°C/1 min, 58°C/1 min, 72°C/1 min
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4.4.3. Other nucleic acid amplification methods

None.

4.5. Amplicon sequencing

Nucleotide sequencing of all conventional PCR amplicons (Section 4.4.2) is recommended as one of the final steps for
confirmatory diagnosis. Aphanomyces invadans-specific sequences will share a high degree of nucleotide similarity to one of the
published reference sequences for A. invadans (Genbank accession AF396684).

The size of the PCR amplicon is-should be verified, for example by agarose gel electrophoresis;-and-purified-by-exeision-from-this
gel. Both DNA strands of the PCR product must be sequenced and analysed and-cempared-in comparison with published-reference

sequences.

4.6. In-situ hybridisation

A fluorescent peptide nucleic acid in-situ hybridisation (FISH) technique has demonstrated a high specificity for A. invadans. The
technique can directly detect the mycelia-like structure of the oomycete in thinly sliced tissues of affected organs of susceptible
fish. The fluorescein (FLU) probe designed to hybridise the small subunit of the rRNA A. invadans (bp 621 to 635; GenBank acc.
AF396684) is 5’-FLU-GTA-CTG-ACA-TTT-CGT-3’ or Ainv-FLU3.
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speemqens—The fluorescent oomycete hyphae appear as green fluorescence agalnst the dark tissue background The abeve
detailed protocols are-were published by Vandersea et al. (2006). Using the FISH technique, A. invadans can be visualised very

well in thinly sliced tissue-cempared-with-freshly-squashed-tissue.
4.7.  Immunohistochemistry

None.

4.8. Bioassay

Fish can be experimentally infected by intramuscular injection of 0.1 ml suspension of 100+ motile zoospores into fish susceptible
to infection with A. invadans at 20°C. Histological growth of aseptate hyphae, 12-25 um in diameter, should be demonstrated in
the muscle of fish sampled after 7 days, and typical mycotic granulomas should be demonstrated in the muscle of fish sampled
after 10-14 days.

4.9. Antibody or antigen detection methods

Polyclonal antibodies against A. invadans or Aphanomyces saprophyte showed cross-reactivity to each other using protein gel
electrophoresis and Western blot analysis and immunohistochemistry. (Lilley et al., 1997b). However, a specific monoclonal
antibody against A. invadans develeped-aterwas found to have high specificity and high sensitivity to A. invadans using
immunofluorescence. This monoclonal antibody could detect A. invadans hyphae at the early stage of infection (Miles et al.,
2003).

A monoclonal antibody-based flow-through immunoassay was developed by Adil et al. (2013). This assay was found to have high
analytical (0.007mg mlI~*) and diagnostic specificity comparable to PCR.

4.10. Other methods

Serological methods for detection and identification of A. invadans in diseased specimens are not practical. If necessary, the
monoclonal antibody offers a better specificity and sensitivity than polyclonal antibody for serological detection or identification
of A. invadans in diseased specimens or in pathogen isolates.

5. Test(s) recommended for surveillance to demonstrate freedom in apparently healthy populations

The test for targeted surveillance to declare freedom from infection with A. invadans is examination of target populations for gross
signs of infection with A lnvadans (as descrlbed in Sect|on 4 1 Observation for c//n/ca/ stans) lhe—test—ieptargeted—suwe#lanee—te

If fish show gross signs consistent with infection with A. invadans, they should be categorised as suspect fish, and the
location/farm/compartment/zone should be considered suspect. Suspect specimens should be further tested using the methods
listed under presumptive diagnosis followed by confirmative diagnosis as described in the Table 4.1.

6. Corroborative diagnostic criteria
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This section only addresses the diagnostic test results for detection of infection in the absence (6.1) or presence of clinical signs (6.2)
but does not evaluate whether the infectious agent is the cause of the clinical event.

The case definitions for suspect and confirmed cases have been developed to support decision-making related to trade and
confirmation of disease status at the country, zone or compartment level. Case definitions for disease confirmation in endemically

affected areas may be less stringent. If a Competent Authority does not have the capability to undertake the necessary diagnostic
tests it should seek advice from the appropriate WOAH Reference Laboratory, and if necessary, refer samples to that laboratory for
confirmatory testing of samples from the index case in a country, zone or compartment considered free. There are currently no
WOAH Reference Laboratories designated for EUS.

6.1. Apparently healthy animals or animals of unknown health status *

Apparently healthy populations may fall under suspicion, and therefore be sampled, if there is an epidemiological link(s) to an
infected population. Geegraphieal-Hydrographical proximity to, or movement of animals or animal products or equipment, etc.,
from a known infected population equate to an epidemiological link. Alternatively, healthy populations are sampled in surveys
to demonstrate disease freedom.

6.1.1. Definition of suspect case in apparently healthy populations

The presence of infection with A. invadans shall be suspected if at least one of the following criteria is met:

i) Observation of clinical signs consistent with infection with A. invadans?

ii) A positive result obtained by any of the diagnostic techniques described in Section 4.

6.1.2. Definition of confirmed case in apparently healthy populations

The presence of infection with A. invadans is considered to be confirmed if one or more of the following criteria is met:

i) Histopathology consistent with infection with A. invadans and positive result by PCR and amplicon sequencing
ii) Histopathological changes consistent with infection with A. invadans and positive result for in-situ hybridisation

iii)  Artificial media culture and positive result by PCR and sequencing of the amplicon
6.2  Clinically affected animals

6.2.1. Definition of suspect case in clinically affected animals

The presence of infection with A. invadans shall be suspected if at least one of the following criteria is met:

i) Gross pathology or clinical signs associated with infection with A. invadans as described in this chapter, with or
without elevated mortality

ii) Positive result by a recommended molecular detection test

iii)  Histological changes consistent with infection with A. invadans

iv)  Visual observation of hyphae characteristic (direct or by microscopy) of A. invadans

v)  Culture and isolation of A. invadans-type colonies

6.2.2. Definition of confirmed case in clinically affected animals

The presence of infection with A. invadans is considered to be confirmed if one or more of the following criteria is met:

i) Visualisation of hyphae under squash mounts and a positive result by PCR and sequencing of the amplicon

For example transboundary commodities.

Note that surveillance of apparently healthy populations for EUS is based on examination of target populations for clinical signs of infection
with A. invadans (see Section 5 Test[s] recommended for surveillance to demonstrate freedom in apparently healthy populations).
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ii) Histopathological changes consistent with infection with A. invadans and a positive result by PCR and sequencing
of the amplicon

iii)  Histopathological changes consistent with infection with A. invadans and positive result for in-situ hybridisation
iv)  Artificial media culture and a positive result by PCR and sequencing of the amplicon

v) Positive result for in-situ hybridisation and a positive result by PCR and sequencing of the amplicon
6.3. Diagnostic sensitivity and specificity for diagnostic tests [under study]

The diagnostic performance of tests recommended for surveillance or diagnosis of infection with A. invadans is provided in Table
6.3.1. and 6.3.2. (no data are currently available for either). This information can be used for the design of surveys for infection
with A. invadans, however, it should be noted that diagnostic performance is specific to the circumstances of each diagnostic
accuracy study (including the test purpose, source population, tissue sample types and host species) and diagnostic performance
may vary under different conditions. Data is only presented where tests are validated to at least level 2 of the validation pathway
described in Chapter 1.1.2 and the information is available within published diagnostic accuracy studies.

6.3.1. For presumptive diagnosis of clinically affected animals

Test Test purpose Sourc.e Tissue or Species DSe (n) | DSp (n) Reference test Citation
type populations sample types
DSe: = diagnostic sensitivity, DSp = diagnostic specificity.
6.3.2. For surveillance of apparently healthy animals
Test Test purpose Sourc.e Tissue or Species DSe (n) | DSp (n) Reference test Citation
type populations sample types

DSe: = diagnostic sensitivity, DSp = diagnostic specificity.
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Anexo 29. item 10.2.2. — Capitulo 2.3.2. Infeccién por el virus de la necrosis hematopoyética epizo6tica

CHAPTER 2.3.2.

INFECTION WITH EPIZOOTIC
HAEMATOPOIETIC NECROSIS VIRUS

1. Scope

Infection with epizootic haematopoietic necrosis virus means infection with the pathogenic agent epizootic haematopoietic necrosis
virus (EHNV) of the Genus Ranavirus of the Family Iridoviridae.

2. Disease information
2.1. Agent factors

2.1.1. Aetiological agent

EHNV is a species of the genus Ranavirus in the Family Iridoviridae (Chinchar et al., 2005). In addition to fish, ranaviruses
have been isolated from healthy or diseased frogs, salamanders and reptiles in America, Europe and Australia (Chinchar,
2002; Drury et al., 2002; Fijan et al., 1991; Hyatt et al., 2002; Speare & Smith, 1992; Whittington et al., 2010; Wolf et al.,
1968; Zupanovic et al., 1998). Ranaviruses have large (150-180 nm), icosahedral virions, a double-stranded DNA genome
(150-170 kb), and replicate in both the nucleus and cytoplasm with cytoplasmic assembly (Chinchar et al., 2005).

Since the recognition of disease due to EHNV in Australia in 1986, similar systemic necrotising iridovirus syndromes have
been reported in farmed fish. These include catfish (I/ctalurus melas) in France (European catfish virus, ECV) (Pozet et al.,
1992), sheatfish (Silurus glanis) in Germany (European sheatfish virus, ESV) (Ahne et al., 1989; 1990), turbot
(Scophthalmus maximus) in Denmark (Bloch & Larsen, 1993), and cod (Gadus morhua) in Denmark (Cod iridovirus, CodV)
(Ariel et al., 2010). EHNV, ECV, ESV, and CodV share >98% nucleotide identity across concatenated sequences across the
RNR-a, DNApol, RNR-B, RNAse Il and MCP gene regions (Ariel et al., 2010).

EHNV and ECV can be differentiated using genomic analysis (Ahne et al., 1998; Holopainen et al., 2009; Hyatt et al., 2000;
Mao et al., 1996; 1997; Marsh et al., 2002). This enables epidemiological separation of disease events in finfish in Australia
(EHNV) and Europe (ECV), and differentiation of these from ranavirus occurrences in amphibians.

2.1.2. Survival and stability in processed or stored samples

EHNV can persist in frozen fish tissues for more than 2 years (Langdon, 1989) and frozen fish carcases for at least a year
(Whittington et al., 1996).

2.1.3. Survival and stability outside the host

EHNV is resistant to drying and remained infective for 97 days at 15°C and 300 days at 4°C in water (Langdon, 1989). For
these reasons, it is presumed that EHNV would persist for months to years on a fish farm in water and sediment, as well
as on plants and equipment.

For inactivation methods, see Section 2.4.5.
2.2. Host factors

2.2.1. Susceptible host species
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Species that fulfil the criteria for listing as susceptible to infection with EHNV according to Chapter 1.5. of the Aquatic

Animal Health Code (Aquatic Code) are:

Family Scientific name Common name
Esocidae Esox lucius Northern pike
Galaxiidae Galaxias olidus Mountain galaxias
Ictaluridae Ameiurus melas Black bullhead
Melanotaeniidae Melanotaenia fluviatilis Crimson spotted rainbow fish
Perca fluviatilis European perch
Percidae
Sander lucioperca Pike-perch
Percichthyidae Macquaria australasica Macquarie perch
Gambusia holbrooki Eastern mosquito fish
Poeciliidae
Gambusia affinis Mosquito fish
Salmonidae Oncorhynchus mykiss Rainbow trout

Terapontidae

Bidyanus bidyanus

Silver perch

2.2.2. Species with incomplete evidence for susceptibility

Species for which there is incomplete evidence to fulfil the criteria for listing as susceptible to infection with EHNV
according to Chapter 1.5 of the Aquatic Code are: none known.

In addition, pathogen-specific positive polymerase chain reaction (PCR) results have been reported in the following
organisms, but an active infection has not been demonstrated: Atlantic salmon (Salmo salar), freshwater catfish
(Tandanus tandanus), golden perch (Macquaria ambigua), Murray cod (Maccullochella peelii) and purple spotted
gudgeon (Mogurnda adspersa).

2.2.3. Likelihood of infection by species, host life stage, population or sub-populations

Natural infections and disease have been limited to European perch (Perca fluviatilis) and rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) in Australia. The disease is more severe in European perch and in juveniles compared with adult fish (Whittington
et al., 2010). There are no descriptions of infection of eggs or early life stages of any etherfish species.

For the purposes of Table 4.1, larvae and fry up to approximately 5 g in weight may be considered to be early life stages,
fingerlings and grower fish up to 500 g may be considered to be juveniles, and fish above 500 g may be considered to be
adults.

2.2.4. Distribution of the pathogen in the host

Target organs and tissues infected with the virus are kidney, spleen and liver. It is not known if EHNV can be detected in
gonadal tissues, ovarian fluid or milt or whether these tissues are suitable for surveillance of broodstock.

2.2.5. Aquatic animal reservoirs of infection

None known
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2.2.6. Vectors

None demonstrated. B

2.3. Disease pattern

2.3.1. Mortality, morbidity and prevalence

Rainbow trout: It appears that under natural farm conditions EHNV is poorly infective but once infected, most fish
succumb to the disease-has-a-high-casefatality-rate. Infection with EHNV may be present on a farm without causing
suspicion because the mortality rate may not rise above the usual background rate. Infection with EHNV has most often
been reported in young fingerlings <125 mm fork length with daily mortality of less than 0.2% and total mortality of up
to 4%. However, rainbow trout of all ages may be susceptible, although infection has not yet been seen in broodstock
(Whittington et al., 1994; 1999). There is a low direct economic impact because of the low mortality rate. Differences in
susceptibility between European and Australian stocks of rainbow trout may exist (Ariel & Bang Jensen, 2009).

European perch: There is a very high rate of infection and mortality in natural outbreaks that, over time, leads to loss in
wild fish populations (Langdon & Humphrey, 1987; Langdon et al., 1986; Whittington et al., 1996). Experimental bath
inoculation with as few as 0.08 TCIDso mI™ was lethal, and doses too low to be detected by virus isolation in BF-2 cells were
fatal by intraperitoneal inoculation (Whittington & Reddacliff, 1995). European perch from distinct geographical areas with
and without a history of EHNV have been tested under experimental conditions and have demonstrated susceptibility to

EHN (Becker et al., 2016). Differences in susceptibility between European and Australian stocks of European perch may
exist (Ariel & Bang Jensen, 2009).

2.3.2. Clinical signs, including behavioural changes

Moribund fish may have loss of equilibrium, flared opercula and may be dark in colour (Reddacliff & Whittington, 1996).
Clinical signs are usually more obvious in fingerlings and juvenile fish than adults of both rainbow trout and European
perch. There may be clinical evidence of poor husbandry practices, such as overcrowding and suboptimal water quality,
manifesting as skin, fin and gill lesions (Reddacliff & Whittington, 1996).

2.3.3 Gross pathology

There may be no gross lesions in affected fish. A small proportion of fish may have enlargement of kidney, liver or spleen.
There may be focal white to yellow lesions in the liver corresponding to areas of necrosis (Reddacliff & Whittington, 1996).

2.3.4. Modes of transmission and life cycle

Rainbow trout: EHNV has spread between rainbow trout farms by transfer of infected fingerlings and probably transport
water (Langdon et al., 1988; Whittington et al., 1994; 1999). The low prevalence of infection in rainbow trout means that
active infection can easily go unrecognised in a population and be spread by trading fish. There are no data on possible
vertical transmission of EHNV on or within ova, and disinfection protocols for ova have not been evaluated. EHNV has not
yet been isolated from ovarian tissues or from broodstock. Annual recurrence in farmed rainbow trout may be due to
reinfection of successive batches of fish or from wild European perch present in the same catchment.

European perch: The occurrence of infection with EHNV in European perch in widely separated river systems and
impoundments suggested that EHNV was spread by translocation of live fish or bait by recreational fishers (Becker et al.,
2019; Whittington et al., 2010).

The route of infection is unknown. European perch and rainbow trout are susceptible to immersion exposure. The virus
infects a range of cell types including hepatocytes, haematopoietic cells and endothelial cells in many organs (Reddacliff
& Whittington, 1996). Virus is shed into water from infected tissues and carcasses as they disintegrate.

2.3.5. Environmental factors

Rainbow trout: Outbreaks appear to be related to poor husbandry, particularly overcrowding, inadequate water flow and
fouling of tanks with feed. Damage to skin may provide a route of entry for EHNV. Outbreaks have been seen on farms at
water temperatures ranging from 11 to 20°C (Whittington et al., 1994; 1999). The incubation period after intraperitoneal
inoculation was 3—-10 days at 19-21°C compared with 14-32 days at 8-10°C (Whittington & Reddacliff, 1995).
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European perch: Natural epizootics of infection with EHNV affecting juvenile and adult European perch occur mostly in
summer (Langdon & Humphrey, 1987; Langdon et al., 1986; Whittington et al., 1994). It has been assumed that the
disease in juvenile fish is related to the annual appearance of large numbers of non-immune young fish and their
subsequent exposure to the virus while schooling in shallow waters; adults are uncommonly involved in these outbreaks.
It is possible that environmental temperature is the trigger for outbreaks as juvenile fish feed in warm shallow waters on
planktonic fauna, whereas adults feed on benthic invertebrates and larger prey in deeper cooler water (Whittington &
Reddacliff, 1995). Experimentally, the incubation period ranged from 10 to 28 days at 12-18°C compared with 10-11 days
at 19-21°C, and adult perch were refractory to infection at temperatures below 12°C (Whittington & Reddacliff, 1995).
European stocks of European perch also displayed temperature-dependent susceptibility (Ariel & Bang Jensen, 2009).

2.3.6. Geographical distribution

Infection with EHNV has been reported from rainbow trout farms within two river catchments in New South Wales,
Australia (Whittington et al., 2010). Infection with EHNV is endemic in south-eastern Australia, with a discontinuous
distribution and sporadic outbreaks involving small numbers of European perch (Becker et al, 2019; Whittington et al.,

2010).

See WOAH WAHIS (https://wahis.woah.org/#/home) for recent information on distribution at the country level.
2.4. Biosecurity and disease control strategies
Not available.

2.4.1. Vaccination

None available.

2.4.2. Chemotherapy including blocking agents

None available.

2.4.3. Immunostimulation

None available.

2.4.4. Breeding resistant strains

There has been no formal breeding programme for resistant strains of susceptible species. However, experimental trials
using bath exposure have shown that European perch from water bodies in New South Wales, Australia with previous
EHNV infections showed lower mortality compared with European perch from neighbouring and distant water bodies in
Australia that have no previous history of EHNV (Becker et al., 2016).

2.4.5. Inactivation methods

EHNV is susceptible to 70% ethanol, 200 mg litre™ sodium hypochlorite or heating to 60°C for 15 minutes (Langdon,
1989). Data for the inactivation of amphibian ranavirus may also be relevant: 150 mg/litre chlorhexidine and 200 mg/litre
potassium peroxymonosulphate were effective after 1 minute contact time (Bryan et al., 2009). If it is first dried, EHNV
in cell culture supernatant is resistant to heating to 60°C for 15 minutes (Whittington et al., 2010).

2.4.6. Disinfection of eggs and larvae

Not tested.

2.4.7. General husbandry

Disease control in rainbow trout at the farm level relies on reducing the impact of infection by maintaining low stocking
rates and adequate water quality. Investigations on one rainbow trout farm indicated that ponds with high stocking rates
and low water flow, and thus poorer water quality, may result in higher levels of clinical disease compared with ponds on
the same farm with lower stocking rates and higher water flow (Whittington et al., 1994). The mechanism of protection
may be through maintenance of healthy integument (Whittington et al., 1994).
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3. Specimen selection, sample collection, transportation and handling

This section draws on information in Sections 2.2, 2.3 and 2.4 to identify populations, individuals and samples which are most likely
to be infected.

3.1. Selection of populations and individual specimens

Clinical inspections should be carried out during a period when water temperature is conducive to development of clinical
disease (see Section 2.3.5). All production units (ponds, tanks, etc.) should be inspected for the presence of dead, weak or
abnormally behaving fish. For the purposes of disease surveillance, fish to be sampled are selected as follows:

i) The most susceptible species {e-g—+ainbew-troutand-European-pereh)-should be sampled preferentially_i.e. European

perch where these are available, otherwise rainbow trout or the other susceptible species listed in Section 2.2.1 should
be sampled proportionally.

ii) Risk-based criteria should be employed to preferentially sample epidemiological units tets-erpepulatiens-with a history
of abnormal mortality, potential exposure events or where there is evidence of poor water quality or husbandry. If more
than one water source is used for fish production, fish from all water sources should be included in the sample.

iii)  If weak, abnormally behaving or freshly dead fish are present, such fish should be selected. If such fish are not present,
the fish selected should include rermalappearirg-apparently healthy fish collected in such a way that all parts of the
farm or affected waterbody as well as all year classes are proportionally represented in the sample.

For disease outbreak investigations, moribund fish or fish exhibiting clinical signs of infection with EHNV should be collected.
Ideally fish should be collected while alive, however recently dead fish can also be selected for diagnostic testing. It should be
noted however, that there will be a significant risk of contamination with environmental bacteria if the animals have been dead
for some time.

3.2. Selection of organs or tissues
Liver, anterior kidney and spleen from individual fish are pooled (Jaramillo et al., 2012).
3.3. Samples or tissues not suitable for pathogen detection

Inappropriate tissues include gonads, gonadal fluids, milt and ova, siree-because there is no evidence of reproductive tract
infection.

3.4. Non-lethal sampling

“-Not applicable.

3.5. Preservation of samples for submission

For guidance on sample preservation methods for the intended test methods, see Chapter 2.3.0.

3.5.1. Samples for pathogen isolation

For recommendations on transporting samples for virus isolation to the laboratory, see Section B.2.4 of Chapter
2.3.0 General information (diseases of fish).

3.5.2. Preservation of samples for molecular detection

techniques can be found in Sectlon B.2.5 of Chapter 2.3.0. General information (diseases of fish).
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3.5.3. Samples for histopathology, immunohistochemistry or in-situ hybridisation

Fherecommended-ratio-of-fixative-to-tissue-is-10:1--Standard sample collection, preservation and processing
methods for histological technigues can be found in Section 2.2 of Chapter 2.3.0 General information (diseases

of fish).

3.5.4. Samples for other tests

Not recommended for routine diagnostic testing.
3.6. Pooling of samples

Pooling of samples from more than one individual animal for a given purpose should only be recommended where robust
supporting data on diagnostic sensitivity and diagnostic specificity have been evaluated and found to be suitable. If the effect
of pooling on diagnostic sensitivity has not been thoroughly evaluated, larger fish should be processed and tested individually.
Small life stages such as fry or specimens can be pooled to provide the minimum amount of material needed for testing. ¥

4. Diagnostic methods

The methods currently available for identifying-infection-pathogen detection that can be used in i) surveillance of apparently healthy

populatiens-animals, ii) presumptive diagnosis in clinically affected animals and iii) confirmatory diagnostic purposes are listed in
Table 4.1. by animal life stage.

T s i the Table indicate:

Ratings against-for purposes of use. For each recommended assay a qualitative rating againstfor the purpose of use is provided. The
ratings are determined based on multiple performance and operational factors relevant to application of an assay for a defined
purpose. These factors include appropriate diagnostic performance characteristics, level of assay validation, sueeessful-application

are rated as:

Key:

+++ = Mestsuitable-Methods —are most suitable with desirable performance and operational characteristics.

++= Suitable-Method{s} are suitable with acceptable performance and operational characteristics under most
circumstances.

+= Ltesssuitable-Methods —are suitable, but performance or operational characteristics may significanthy-limit
application under some circumstances.

Shaded boxes = Not appropriate for this purpose.

Validation stage. The validation stage corresponds to the assay development and validation pathway in chapter 1.1.2. The validation

stage is specific to each purpose of use. Where available, information on the diagnostic performance of recommended assays is
provided in Section 6.3.

WOAH Reference Laboratories welcome feedback on diagnostic performance of recommended assays, in particular PCR methods.
Of particular interest are any factors affecting expected assay sensitivity (e.g. tissue components inhibiting amplification) or expected

specificity (e.g. failure to detect particular genotypes, detection of homologous sequences within the host genome). These issues
should be communicated to the WOAH Reference Laboratories so that advice can be provided to diagnostic laboratories and the
standards amended if necessary.
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Table 4.1. WOAH recommended diagnostic methods and their level of validation for surveillance of apparently healthy animals and investigation of clinically affected animals

A.  Surveillance of apparently healthy animals B. Presumptive diagnosis of clinically affected C. Confirmatory diagnosis® of a suspect result
animals from surveillance or presumptive diagnosis
Method
Early Ilfze Juveniles? Adults Lv Early I|f2e Juveniles? Adults Lv Early I|f2e Juveniles? Adults Lv
stages stages stages
Wet mounts

Histopathology

Cytopathology

Cell culture

Immunohistochemistry

Real-time PCR

Conventional PCR

Conventional PCR followed by
amplicon sequencing

In-situ hybridisation

Bioassy

LAMP

Ab-ELISA

Ag-ELISA

Other antigen detection
methods®

Other method?

LV = level of validation, refers to the stage of validation in the WOAH Pathway (chapter 1.1.2); PCR = polymerase chain reaction; LAMP = loop-mediated isothermal amplification;
Ab- or Ag-ELISA = antibody or antigen enzyme-linked immunosorbent assay, respectively.
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4.1. Wet mounts
Not applicable.
4.2. Histopathology and cytopathology

Light microscopy: routine methods can be used for tissue fixation, such as in 10% buffered neutral formalin, paraffin
embedding, preparation of 4-10 um sections and staining with H&E to demonstrate tissue necrosis and basophilic
intracytoplasmic inclusion bodies. These inclusion bodies are indicative but not confirmatory for infection with EHNV. Formalin-
fixed paraffin-embedded sections can also be stained using an immunoperoxidase method (see below) to identify EHNV antigen
associated with necrotic lesions.

Acute focal, multifocal or locally extensive coagulative or liquefactive necrosis of liver, haematopoietic kidney and spleen are
commonly seen in routine haematoxylin and eosin (H&E)-stained sections of formalin-fixed material. A small number of
basophilic intracytoplasmic inclusion bodies may be seen, particularly in areas immediately surrounding necrotic areas in the
liver and kidney. Necrotic lesions may also be seen in heart, pancreas, gastrointestinal tract, gill and pseudobranch (Reddacliff
& Whittington, 1996).

Affected tissues (e.g. kidney, liver and spleen) contain cells exhibiting necrosis. Cells contain conspicuous cytoplasmic inclusions

that are rarefied areas of the cytoplasm in which the viruses are assembled Wrthm—the—ey%epbsm—aggrega%es—éparaew&t&”m

infected ceIIs are frequently located peripherally and are distorted in shape.

4.3. Cell culture for isolation

4.3.1. Preparation of fish tissues for virus isolation

A simple method for preparation of fish tissues for cell culture and ELISA has been validated (Whittington & Steiner, 1993)
(see sampling Section 3).

i) Freeze tubes containing tissues at —80°C until needed.

ii)  Add 0.5 ml of homogenising medium (minimal essential medium Eagle, with Earle’s salts with glutamine] [MEM]
with 200 International Units [IU] mI™ penicillin, 200 pg miI~ streptomycin and 4 pug ml~* amphotericin B) to each
tube. Grind tissue to a fine mulch with a sterile fitted pestle.

iii)  Add another 0.5 ml of homogenising medium to each tube and mix with a pestle.

iv)  Add three sterile glass beads to each tube (3 mm diameter) and close the lid of the tube.

v)  Vortex the suspension vigorously for 20-30 seconds and place at 4°C for 2 hours.

vi)  Vortex the suspension again as above and centrifuge for 10 minutes at 2500 g in a benchtop microcentrifuge.

vii) Transfer the supernatant, now called clarified tissue homogenate, to a fresh sterile tube. Homogenates may be
frozen at —80°C until required for virus isolation and ELISA.

4.3.2. Cell extturelines for virus isolation/artificiabmedia

EHNV grews-replicates well in many fish cell lines including BF-2 (bluegill fry ATCC CCL 91), FHM (fathead minnow; ATCC
CCL 42), EPC (epithelioma papulosum cyprini [Cinkova et al., 2010]), and CHSE-214 (Chinook salmon embryo cell line;
ATCC CRL 1681) at temperatures ranging from 15 to 22°C (Crane et al., 2005). Incubation temperatures of 20°C or 24°C
result in higher titres than 15°C; and BF-2, EPC, or CHSE 214 incubated at 22°C-and-BF-2-EPC-orCHSE-214-cells are
recommended to maximise titres, which might be important for the detection of low numbers of viruses in fish tissues
(Ariel et al., 2009). BF-2 cells are preferred by the WOAH Reference Laboratory with an incubation temperature of 22°C. The
procedure for BF-2 cells is provrded below A procedure for CHSE 214 ceIIs is provrded under mmunoperoxrdase stalnmg
below (Section 4.7).

4.3.3. Cell culture technical procedure
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Samples: tissue homogenates.

Cells are cultured (in flasks, tubes or multi-well plates) with growth medium (MEM + 10% fetal eatf-bovine serum [FEBS]
with 100 IU mI~ penicillin, 100 ug mI~ streptomycin and 2 ug mI~* amphotericin B). The cells are incubated until almost
confluent at 22°C, which can take up to 4 days depending on the seeding rate. Medium is changed to a maintenance
medium (MEM with 2% FEBS and 100 IU ml~* penicillin, 100 pg mI™* streptomycin and 2 pg ml~* amphotericin B) on the
day of inoculation. A 1/10 dilution using homogenising medium is made of single or pooled homogenates. Each culture is
inoculated with 100 ul of sample per ml of culture medium. This represents a final 1/100 dilution of a 0.1 mg mI™ tissue
homogenate. A further 1/10 dilution is made representing a final 1/1000 dilution, and two cultures are inoculated. No
adsorption step is used. As an alternative, two to three cultures can be inoculated directly with 10 pl undiluted
homogenate per ml of culture medium. Note that a high rate of cell toxicity or contamination often accompanies the use
of a large undiluted inoculum. The cultures are incubated at 22°C in an incubator for 6 days. Cultures are read at days 3
and day-6. Cultures are passed at least once to detect samples with low levels of virus. On day 6, the primary cultures (P1)
are frozen overnight at —20°C, thawed, gently mixed and then the culture supernatant is inoculated onto fresh cells as
before (P2), i.e. 100 ul P1 supernatant per ml culture medium. Remaining P1 supernatants are transferred to sterile 5 ml
tubes and placed at 4°C for testing by ELISA or PCR or another means to confirm the cause of cytopathic effect (CPE) as
EHNV. P2 is incubated as above, and a third pass is conducted if necessary.

4.3.4. Interpretation of results

CPE is well developed and consists of focal lysis surrounded by rounded granular cells. This change extends rapidly to
involve the entire monolayer, which detaches and disintegrates. Cell cultures can be tested for EHNV DNA using real-time
PCR and conventional PCR with sequence analysis as described in Section 4.4. Antigen can be detected using
immunocytochemistry in cell cultures with polyclonal antibodies and protocol available from the reference laboratory.

The identity of viruses in cell culture is determined by PCR and amplicon sequencing.

Cell lines should be monitored to ensure that susceptibility to targeted pathogens has not changed.

4.4. Nucleic acid amplification

Although several conventional PCR or quantitative real-time PCR methods have been described for the detection of
ranaviruses (Jaramillo et al., 2012; Pallister et al, 2007; Stilwell et al., 2018), EHNV can only be detected when these

methods are comblned W|th methods that sgemflcallx detect EHNV mne—has—been—adequately—vat@ated—aeeepdmg

Samples can be screened by real-time PCR, but as the assays described are not specific for EHNV, identification of
EHNV by conventional PCR and amplicon sequencing must be undertaken on any samples screening positive by
real-time PCR. For testing by conventional PCR, two PCR assays using MCP primers are used with amplicon
sequencmg required to dlfferentlate EHNV from ECV FV3 and BIV (Marsh et al., 2002) Alter—natwely—PGFLeHhe

PCR assays should always be run with the controls specified in Section 2.5 Use of molecular technigues for surveillance testing,
confirmatory testing and diagnosis of Chapter 2.3.0 General information (diseases of fish). Each diagnostic sample should be

tested in duplicate, i.e. by testing two aliquots.

Extraction of nucleic acids

Numereus-Different kits and procedures can be used for nucleic acid extraction. The guality and concentration of the extracted
nucleic acid is important and sheutd-can be checked using a suitable method as appropriate to the circumstances-usirg-epticat
density-orrunningagel.

4.4.1. Real-time PCR

Informe de la reunion de la Comisién de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos / Febrero de 2023 259



The ranavirus real-time screening protocol in use at the WOAH Reference Laboratory is based on Pallister et al., 2007.
Alternative real-time PCR assays can be used according to published protocols for detection of the major capsid protein
gene sequence of EHNV and other ranaviruses. The assay described by Jaramillo et al. (2012) uses SYBR Green detection

chemistry and the assay described by Stilwell et al. (2018) detects multiple ranavirus species using hydrolysis
detection chemistry.

robe

Primer-and-probe-seguences

Pathogen /
target gene

Primer/probe (5'=3’

Concentration

Cycling parameters

Method 1 (Pallister et al., 2007); GenBank Accession No.: DQ457105

Ranavirus/MCP

Fwd: RANA CON:
CTC-ATC-GTT-CTG-GCC-ATC-A
Rev: RANA CON:
TCC-CAT-CGA-GCC-GTT-CA
Probe: RANA CON Pr
FAM-CAC-AAC-ATT-ATC-CGC-ATC-MGB

900 nM for
each primer, 45 cycles of 95°C/15 sec; 60°C/60
250 nM for sec

probe
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Method 2 (Jaramillo et al., 2012); GenBank Accession No.:

Ranavirus/MCP C1096 12.5 pM for 40 cycles of 95°C/30 sec; 58°C/30
GAC-TGA-CCA-ACG-CCA-GCC-TTA-ACG each primer sec
C1097

GCG-GTG-GTG-TAC-CCA-GAG-TTG-TCG

Method 3 (Stilwell et al., 2018); GenBank Accession No.:

Ranavirus/MCP Fwd: RanaF1: 900 nM for 40 cycles of 95°C/30 sec; 60°C/45
CCA-GCC-TGG-TGT-ACG-AAA-ACA each primer, sec
Rev: RanaR1 250 nM for
ACT-GGG-ATG-GAG-GTG-GCA-TA probe

Probe: RanaP1
FAM-TGG-GAG-TCG-AGT-ACT-AC-MGB

4.4.2. Conventional PCR
ac - is {REA): .

Amplified product from PCR assay MCP-1 digested with PfIM | enables differentiation of EHNV and BIV from FV3 and ECV.
Amplified product from PCR assay MCP-2 digested with Hinc Il, Acc | and Fnu4H | (individually) enables differentiation of
EHNV and BIV from each other and from FV3 and ECV. Both MCP1 and MCP2 target a region within the capsid protein

gene (Marsh et al., 2002).

Informe de la reunion de la Comisién de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos / Febrero de 2023

261



Pathogen / . . .
tarzet gene Primer{/prebe (5'=3") Concentration Cycling parameters

Method 1 (Marsh et al., 2002): Preduet amplicon size MCP-1 is 321 bp and preduet amplicon size MCP-2 is 625 bp
35 cycles of 50°C for 30 sec

MCP-1
Gene location: M151: AAC-CCG-GCT-TTC-GGG-CAG-CA NOTE: the annealing
266-586 M152: CGG-GGC-GGG-GTT-GAT-GAG-AT temperature may be
= 250 ng of each . .
= orimer increased to 60 or 62°C to
MCP-2 M153: ATG-ACC-GTC-GCC-CTC-ATC-AC prmer reduce non-specific
Gene location: MI54: CCA-TCG-AGC-CGT-TCA-TGA-TG amplification when the assay
842-1466 is used to test fish tissues.

4.4.3. Other nucleic acid amplification methods

Not applicable.

4.5. Amplicon sequencing
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The size of the PCR amplicon is-should be verified, for example by agarose gel electrophoresis;ane-purified-by-exeision-from
thisgel. Both DNA strands of the PCR product must be sequenced and analysed and-cempared_in comparison with published
reference sequences.

4.6. In-situ hybridisation

Not applicable

4.7. Immunohistochemistry

Immunohistochemistry (immunoperoxidase stain)
Samples: formalin-fixed paraffin-embedded tissue sections.
Technical procedure

The following protocol is intended for the qualitative demonstration of EHNV antigens in formalin-fixed paraffin-embedded
tissue sections (Reddacliff & Whittington, 1996). It assumes that antigens may have become cross linked and therefore includes
a protease digestion step that may be omitted if unfixed samples are examined. A commercial kit (DAKO® LSAB K0679) with
peroxidase-labelled streptavidin and a mixture of biotinylated anti-rabbit/anti-mouse/anti-goat immunoglobulins as link
antibodies is used for staining. Other commercially supplied reagents are also used. For convenience these are also supplied by
DAKO *. The primary affinity purified rabbitanti-EHNV antibody (Lot No. M708) is supplied freeze-dried by the WOAH Reference
Laboratory.

i) Cut 5 um sections and mount on SuperFrost® Plus G/Edge slides (Menzel-Glaser, HD Scientific Cat. No. HD 041300 72P3).
Mark around the section with a diamond pencil to limit the spread of reagents.

ii)  Deparaffinise the section:
Preheat slides in a 60°C incubator for 30 minutes.

Place slides in a xylene bath and incubate for 5 minutes. Repeat once. Note that xylene replacements can be used without
deleterious effects.

Tap off excess liquid and place slides in absolute ethanol for 3 minutes. Repeat once.
Tap off excess liquid and place slides in 95% ethanol for 3 minutes. Repeat once.
Tap off excess liquid and place slides in distilled or deionised water for 30 seconds.

iii)  Expose antigens using a protease treatment. Flood slide with proteinase K (5-7 pg ml™) and incubate for 20 minutes
(ready-to-use solution, DakoCytomation Cat. No. $3020). Rinse slide by immersing three times in water. Place in a PBST
bath for 5 minutes (PBS pH 7.2, 0.05% [v/v] Tween 20). Tap off the excess wash solution and carefully wipe around the
section.

iv)  Perform the immunostaining reaction using the Universal DAKO LSAB’+ Kit, Peroxidase (DakoCytomation Cat No. K0679).
Ensuring the tissue section is completely covered, add the following reagents to the slide. Avoid drying out.

v) 3% hydrogen peroxide: cover the section and incubate for 5 minutes. Rinse gently with PBST and place in a fresh wash
bath.

vi)  Primary antibody (affinity purified rabbit-anti-EHNV antibody 1:/1500 Lot No. M708) and negative control reagent (non-
immune gabbit-serum at a dilution of 1/1500) on a second slide. Cover the section and incubate for 15 minutes. Rinse
slides.

vii)  Biotin-labelled secondary link antibody: Link:-cover the section and incubate for 15 minutes. Rinse slides.

viii) Streptavidin peroxidase: cover the section and incubate for 15 minutes. Rinse slides.

1 Dako Cytomation California Inc., 6392 via Real, Carpinteria, CA 93013, USA, Tel.: (+1-805) 566 6655, Fax: (+1-805) 566 6688; Dako Cytomation
Pty Ltd, Unit 4, 13 Lord Street, Botany, NSW 2019, Australia, Fax: (+61-2) 9316 4773; Visit http://www.dakosytomahon.com for links to other
countries.
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ix)  Substrate—chromogen solution: cover the section and incubate for 5 minutes. Rinse slides gently with distilled water.

X) Counterstain by placing slides in a bath of DAKO® Mayer’s Haematoxylin for 1 minute (Lillie’s Modification, Cat. No.
$3309). Rinse gently with distilled water. Immerse 10 times into a water bath. Place in distilled or deionised water for 2
minutes.

xi)  Mount and cover-slip samples with an aqueous-based mounting medium (DAKO® Faramount Aqueous Mounting Medium
Cat. No. $3025).

Interpretation of results

EHNV antigen appears as a brown stain in the areas surrounding degenerate and necrotic areas in parenchymal areas. There
should be no staining with negative control rabbit-serum on the same section.

Availability of test and reagents: antibody reagents and test protocols are available from the WOAH Reference Laboratory.
4.8. Bioassay

Not applicable.

4.9. Antibody- or antigen-based detection methods

An antigen ELISA for detection of EHNV and an EHNV antibody detection ELISA have been deseribed-reported (Whittington &
Steiner, 1993). Indirect ELISA for detection of antibodies induced following exposure to EHNV has been described for rainbow
trout and European perch (Whittington et al., 1994; 1999; Whittington & Reddacliff, 1995). The same antibodies are suitable
for immunohistochemistry on fixed tissues and for detection of ranavirus antigen in cell culture. Reagents and protocols are
available from the reference laboratory. It should be noted that polyclonal antibodies used in all related methods
(immunoperoxidase, antigen-capture ELISA and immunoelectron microscopy) cross-react with all known ranaviruses except
Santee Cooper ranaviruses (Ahne et al., 1998; Cinkova et al., 2010; Hedrick et al., 1992; Hyatt et al., 2000).

4.10. Other methods

Whttmgten—&—Redd-ael#—f—]rQQ%-)— The sensmvnty and speC|f|C|ty of these assays in relatlon to a standard test are not known and
interpretation of results is difficult. Protocols and specific anti-immunoglobulin reagents required to conduct these tests are
available from the reference laboratory.

5. Test(s) recommended for surveillance to demonstrate freedom in apparently healthy populations

Real-time PCR is the most appropriate method of screening healthy fish populations for EHNV; however, the available methods are
not specific for EHNV. Any real-time PCR positive samples should be tested by conventional PCR and sequence analysis to distinguish
EHNV from other ranaviruses.

6. Corroborative diagnostic criteria

This section only addresses the diagnostic test results for detection of infection in the absence (Section 6.1.) or in the presence of
clinical signs (Section 6.2.) but does not evaluate whether the infectious agent is the cause of the clinical event.

The case definitions for suspect and confirmed cases have been developed to support decision-making related to trade and
confirmation of disease status at the country, zone or compartment level. Case def|n|t|ons for dlsease conflrmat|on in endem|ca|ly
affected areas may be less stnngent

whethe#er—net—elmrea#srgns—a%e—as&eeratedqmth—the-eaﬁe- Ifa labe#atepy—Competent Authorlty does not have the ea-paat—y— apablllty
to undertake the necessary diagnostic tests it should seek advice from the appropriate WOAH Reference Laboratory, and if necessary.

refer samples to that laboratory for confirmatory testing of samples from the index case in a country, zone or compartment
considered free.
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6.1. Apparently healthy animals or animals of unknown health status 2

Apparently healthy populations may fall under suspicion, and therefore be sampled, if there is an epidemiological link to an
infected population. Geegraphie-Hydrographical proximity to, or movement of animals or animal products or equipment, etc.,
from a known infected population equate to an epidemiological link. Alternatively, healthy populations are sampled in surveys
to demonstrate disease freedom.

6.1.1. Definition of suspect case in apparently healthy animals

The presence of infection with EHNV shall be suspected if at least one of the following criteria is met:

i) EHNV-typical CPE in cell culture Pesitive-resultfor EHNV-based-on-virusiselationtrcel-cultures

i) Positive real-time or conventional PCR result

iii)  Positive EHNV antigen ELISA
6.1.2. Definition of confirmed case in apparently healthy animals
The presence of infection with EHNV is considered to be confirmed if at least one of the following criteria is met:

i) EHNV-typical CPE in cell culture followed by identification of EHNV by conventional PCR and sequence analysis of
the amplicon;

ii) A positive result in tissue samples by real-time PCR and identification of EHNV by conventional PCR followed by
sequence analysis of the amplicon.

6.2 Clinically affected animals
Clinical signs are not pathognomonic for a single disease; however, they may narrow the range of possible diagnoses.

6.2.1. Definition of suspect case in clinically affected animals

The presence of infection with EHNV shall be suspected if at least one of the following criteria is met:

i) Histopathology consistent with EHNV;
ii)  EHNV-typical CPE in cell cultures;

iii)  Positive real-time or conventional PCR result.

6.2.2. Definition of confirmed case in clinically affected animals
The presence of infection with EHNV is considered to be confirmed if, in addition to the criteria in Section 6.2.1, at least

one of the following criteria is met:

i) EHNV-typical CPE in cell culture followed by identification of EHNV by conventional PCR and sequence analysis of
the amplicon;

ii) A positive result in tissue samples by real-time PCR and identification of EHNV by conventional PCR followed by
sequence analysis of the amplicon.

For example transboundary commodities.
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6.3. Diagnostic sensitivity and specificity for diagnostic tests

The diagnostic performance of tests recommended for surveillance or diagnosis of infection with EHNV are provided in Tables
6.3.1. and 6.3.2. (no data are currently available). This information can be used for the design of surveys for infection with
EHNV, however, it should be noted that diagnostic performance is specific to the circumstances of each diagnostic accuracy
study (including the test purpose, source population, tissue sample types and host species) and diagnostic performance may
vary under different conditions. Data are only presented where tests are validated to at least level 2 of the validation pathway

described in Chapter 1.1.2. and the information is available within published diagnostic accuracy studies.

6.3.1. For presumptive diagnosis of clinically affected animals

Test Test Source Tissue or Reference
R sample Species DSe (n) | DSp (n) Citation
type purpose populations test
types
European perch (Perca
fluviatilis), river blackfish
Clinically (Gadopsis marmoratus),
diseased fish Pool of golden perch (Macquaria
Real- (m.ultiple kidney, liver ambigua), trout cod 94.3%* . Vir.us . Jaramillo
. . ) species) from and spleen (Maccullochella 100% (n | isolation in
time Diagnosis ; . (n= etal.,
PCR disease from macquariensis), freshwater 105) =441) BF-2 cell (2012)
outbreaks and individual catfish (Tandanus culture
experimental fish tandanus), Macquarie
infections perch (Macquaria
australasica) rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss)
Real- Diagnosis Pool of European perch (Perca
time kidney, liver fluviatilis), river blackfish
PCR Clinically and spleen (Gadopsis marmoratus),
diseased fish from golden perch (Macquaria
(multiple individual ambigua), trout cod Virus stilwell
species) from fish (Maccullochella 95%* (n | 100% (n | isolation in
R L etal,
disease macquariensis), freshwater | =106) =80) BF-2 cell 2018
outbreaks and catfish (Tandanus culture
experimental tandanus), Macquarie
infections perch (Macquaria
australasica) rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss)

DSe: = diagnostic sensitivity, DSp = diagnostic specificity, n = number of samples used in the study;

PCR: = polymerase chain reaction. Note: these assays detect multiple ranaviruses in addition to EHNV that infect amphibian hosts. *A positive result

7.

requires characterisation using sequencing to confirm that the result indicates the presence of EHNV.

6.3.2. For surveillance of apparently healthy animals: not available

Test Source Tissue or . -
Test purpose A Species DSe (n) | DSp (n) Reference test Citation
type populations sample types
DSe: = diagnostic sensitivity, DSp = diagnostic specificity, gPCR: = real-time polymerase chain reaction.
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NB: There is a WOAH Reference Laboratory for infection with epizootic haematopoietic necrosis virus (EHNV)
(please consult the WOAH web site for the most up-to-date list:
https://www.woah.org/en/what-we-offer/expertise-network/reference-laboratories/#ui-id-3).

Please contact the WOAH Reference Laboratories for any further information on infection with EHNV.
The WOAH Reference Laboratory can supply purified EHNV DNA, heat killed EHNV antigen
and polyclonal antibodies against EHNV together with technical methods.

A fee is charged for the reagents to cover the costs of operating the laboratory.

NB: FIRST ADOPTED IN 1995 AS EPIZOOTIC HAEMATOPOIETIC NECROSIS; MOST RECENT UPDATES ADOPTED IN 2018.
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Anexo 30. item 10.2.3. — Seccién 2.2.1. del Capitulo 2.3.9. Infeccion por el virus de la viremia primaveral de la
carpa

CHAPTER 2.3.9.

INFECTION WITH SPRING
VIRAEMIA OF CARP VIRUS

2.2. Host factors

2.2.1. Susceptible host species

Species that fulfil the criteria for listing as susceptible to infection with SVCV according to Chapter 1.5. of the Aquatic

Animal Health Code (Aquatic Code) are:

Family Scientific name Common name
Abramis brama Bbream
Aristichthys nobilis Bbighead carp
Carassius auratus Ggoldfish
Ctenopharyngodon idella Ggrass carp
Cyprinus carpio €common carp (all varieties and subspecies)
Cyprinidae Danio rerio Zzebrafish
Notemigonus crysoleucas Ggolden shiner
Pimephales promelas Ffathead minnow
Percocypris pingi Jinsha bassbarbel carp
Rutilus kutum Caspian white fish
Rutilus rutilus Rroach
Siluridae Silurus glanis Wels catfish
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Anexo 31. item 10.3.1. — Secciones 2.2.1. y 2.2.2. del Capitulo 2.4.2. Infeccion por Bonamia exitiosa

CHAPTER 2.4.2.

INFECTION WITH BONAMIA EXITIOSA

2.2. Host factors

2.2.1. Susceptible host species

Species that fulfil the criteria for listing as susceptible to infection with Bonamia exitiosa according to Chapter 1.5. of the
Aquatic Animal Health Code (Aquatic Code) are: Argentinean flat oyster (Ostrea puelchana), Ariake cupped oyster
(Magallana (syn. Crassostrea) ariakensis), Australian mud oyster (Ostrea angasi), Chilean flat oyster (Ostrea chilensis),

crested oyster (Ostrea equestris), eastern oyster (Crassostrea virginica), European flat oyster (Ostrea edulis); and Olympia

oyster (Ostrea lurida)-ane-Surminoe-oyster{Magallana{syn-Crassostrea}-ariakensis).

2.2.22 Species with incomplete evidence for susceptibility
Species for which there is incomplete evidence to fulfil the criteria for listing as susceptible to infection with B. exitiosa

according to Chapter 1.5 of the Aquatic Code are: dwarf oyster (Ostrea stentina).

In addition, pathogen-specific positive polymerase chain reaction (PCR) results have been reported in the following
species, but no active infection has been demonstrated: Pacific cupped oyster (Magallana [syn. Crassostrea] gigas) and
Sydney rock oyster (Saccostrea glomerata).

[...]
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Anexo 32. item 10.3.1. — Secciones 2.2.1.y 2.2.2. del Capitulo 2.4.3. Infeccion por Bonamia ostreae

CHAPTER 2.4.3.

INFECTION WITH BONAMIA OSTREAE

2.2. Host factors

2.2.1. Susceptible host species

Species that fulfil the criteria for listing as susceptible to infection with Bonamia ostrea according to Chapter 1.5. of the
Aquatic Animal Health Code (Aquatic Code) are: Ariake cupped oyster (Magallana [syn. Crassostrea] ariakensis), European

flat oyster (Ostrea edulis);.and Chilean flat oyster (Ostrea chilensis)—ane-Suminoe-oyster{Magaltana[syn—Crassestreal
arigkensis).

2.2.2. Species with incomplete evidence for susceptibility

Species for which there is incomplete evidence to fulfil the criteria for listing as susceptible to infection with B. ostreae
according to Chapter 1.5 of the Aquatic Code are: Argentinean flat oyster (Ostrea puelchana).

In addition, pathogen-specific positive polymerase chain reaction (PCR) results have been reported in the following
species, but no active infection has been demonstrated: beadlet anemone (Actina equina), brittle star (Ophiothrix fragilis),
European sea squirt (Ascidiella aspersa), grouped zooplankton and Pacific cupped oyster (Magallana [syn. Crassostrea]
gigas).

[...]
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Anexo 33. item 10.3.2. — Secciones 2.2.1.y 2.2.2. del Capitulo 2.4.4. Infeccion por Marteilia refringens

CHAPTER 2.4.4.

INFECTION WITH MARTEILIA REFRINGENS

[...]

2.2. Host factors

2.2.1. Susceptible host species

the Aquatic Animal Health Code (Aquatic Code) are: blue mussel (Mytilus edulis), dwarf oyster (Ostrea stentina), European
flat oyster (Ostrea edulis), European razor clam (Solen marginatus), golden mussel (Xenostrobus securis), Mediterranean
mussel (Mytilus galloprovincialis) and striped venus clam (Chamelea gallina).

Additionally, a copepod species (Paracartia grani) has been found to meet the criteria for listing as susceptible to infection
with Marteilia refringens and is considered an intermediate host.

2.2.2. Susceptiblestages-ofthe-host Species with incomplete evidence for susceptibility

according to Chapter 1.5. of the Aquatic Code are: Chilean flat oyster (Ostrea chilensis), a copepod (Paracartia latisetosa)
and Japanese flat oyster (Ostrea denselamellosa).

In_addition, pathogen-specific positive polymerase chain reaction (PCR) results have been reported in the following
species, but no active infection has been demonstrated: Cortez oyster (Crassostrea corteziensis), grooved carpet shell
Ruditapes decussatus), Pacific cupped oyster (Magallana [syn. Crassostrea] gigas) and zooplankton (Acartia discaudata
Centropages typicus, Euterpina acutifrons, unidentified Oithona sp., Penilia avirostris).

[...]
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Anexo 34. item 11.1.1. — Capitulo 2.2.0. Informacion general: enfermedades de los crustaceos

SECTION 2.2.

DISEASES OF CRUSTACEANS

CHAPTER 2.2.0.

GENERAL INFORMATION

A. SAMPLING
1. Assessing the health status of the epidemiological unit

1.1. Sample material to be used for tests

Sample material and the number of samples to be collected depend on the specific disease or pathogen, the size of animals

and the objective of testing (i.e. surveillance of apparently healthy animals, presumptive diagnosis of clinically affected
anlmals or conflrmatorv dlaznosw of a suspect result from survelllance or presumptlve dlagn05|s-ef—eve¥-t—ehsease—deteenen

mfeehen—w-rth—a—speerﬁed—pathegeﬂ) See the |nd|V|duaI dlsease chapters in thls Aquatlc Manual for speuflc details of sample
requirements.

1.2. Specifications according to crustacean populations

For details of animals to sample for a specific listed disease, see the relevant disease chapter in the Aquatic Manual. The
design of a surveillance system for demonstrating disease-free status for a country, zone or compartment should be in
accordance with the recommendations of the WOAH Aquatic Code Chapter 1.4 . Aquatic animal disease surveillance.

Animals to be sampled are selected as follows:

i) Susceptible species should be sampled proportionately or following risk-based criteria for targeted selection of lots
epidemiological units or populations with a history of abnormal mortality or potential exposure events (e.g.
replacement with stocks of unknown disease status).

ii)  If more than one water source is used for production, animals from all water sources should be included in the sample.

i)

abneFmaJ—behawe&%ePethemse—abneFmaJ—If weak, abnormallv behavmg dlscoloured or freshlv dead (not

decomposed) animals are present, such animals should be selected. If such animals are not present, animals should be

selected in such a way that all epidemiological units of the farm or waterbody are proportionately represented in the

sample.

1.3. Specifications according to clinical status

In clinical disease episodes, carefully selected quality specimens with representative lesions should be obtained from live or
moribund crustaceans. Collection of dead specimens during disease outbreaks should be avoided when possible, but recently
dead samples may be suitable for some diagnostic assays provided they are not decomposed. When cultured or wild
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crustacean stocks are presenting clinical signs of an active disease that are consistent with, or suggestive of, any one of the
WOAH-listed crustacean diseases, care should be taken to ensure that the samples collected are preserved appropriately for
the anticipated diagnostic tests (see sample preservation section for recommended methods). In situations other than when
clinical disease episodes are investigated, for the WOAH-listed diseases it is highly recommended that the scheduling of
sampling be planned (i.e. by farm schedule, season, etc.) so that the particular life-stage(s) are sampled at a time when the
pathogen of concern is most likely to be detected. Disease-specific recommendations are provided in Section 3 Sample
selection, sample collection, transportation and handling of the individual chapters.

1.4. Specifications according to crustacean size
See the individual disease chapters in this Aquatic Manual for specific details of sample requirements.
2. General processing of samples
2.1. Macroscopic examination
See disease-specific chapters in this Aquatic Manual.
2.2. Virological examination

Virological examination of crustaceans is not routinely used for listed diseases. Macrobrachium rosenbergii has been isolated
in insect cell lines, but it is not a recommended method.

2.2.1. Transportation and antibiotic treatment of samples

2.2.3. Treatment to neutralise enzootic viruses

Not applicable.
2.3. Bacteriological examination

Bacteriological examination of crustaceans is not routinely used for listed diseases, but it may be used for the strains of Vibrio
parahaemolyticus (Vpaneno) that cause acute hepatopancreatic necrosis disease (AHPND) and for ean-be-iselated-en-standard
baeteﬂe#egmaJ—medm—Hepatobacter penae/ the causatlve agent of necrotlsmg hepatopancreatltls (NHP)-has—net-been
g. See disease-specific

chapters in this Aquatic Manual for identification methods

2.4. Parasitic examination
Not applicable for currently listed diseases.
2.5. Fungal and other protists examination

See Chapter 2.2.2 Infection with Aphanomyces astaci (Crayfish plague).

Informe de la reunion de la Comisién de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos / Febrero de 2023

275



B. MATERIALS AND BIOLOGICAL PRODUCTS REQUIRED FOR THE ISOLATION AND IDENTIFICATION
OF CRUSTACEAN PATHOGENS

1. Crustacean viruses
1.1. Crustacean cell lines
Not applicable. There are currently no confirmed or documented crustacean cell lines.

1.2. Culture media

Not applicable.

1.3. Virus positive controls and antigen preparation

1.3.1. Virus nomenclature

In general, the virus nomenclature used in the disease-specific chapters follows the most recent taxonomy for viruses
as given in the Report of the Committee on Taxonomy of Viruses (see: ICTV [ictvonline.org] for latest information).
Also provided in the disease-specific chapters are the disease and virus names that are in common use by the
shrimp/prawn farming industries, as well as the more common synonyms that have been used or are in current use.

1.3.2. Virus production for experimental purposes

As no cell lines (crustacean, arthropod, or vertebrate) are known that can be used to produce crustacean viruses,
infection of known susceptible host species (which are free of infection by-with the pathogenic agent in question) is
the preferred method for virus production for experimental purposes.

1.3.3. Virus preservation and storage

Infectivity of all of the WOAH-listed crustacean viruses can be preserved by freezing infected whole crustaceans or
infected target tissues at —20°C for short-term storage, or at —80°C or lower for long-term storage.

2. Crustacean bacteria
2.1. Culture media
See Chapter 2.2.1. Acute hepatopancreatic necrosis disease for details.
2.2. Storage of cultures
Lyophilisation or storage at —70°C is recommended for long-term storage of bacterial cultures.
3. Crustacean parasites
3.1. Culture media
Not applicable for currently listed diseases.
3.2. Storage of cultures
Not applicable for currently listed diseases.

4. Crustacean fungi and protists
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4.1. Culture media

See chapter 2.2.2. Infection with Aphanomyces astaci (crayfish plague)
4.2. Storage of cultures

See Chapter 2.2.2.
5. Techniques

The available diagnostic methods that may be selected for diagnosis of the WOAH-listed crustacean diseases or detection of their
aetiological agents are based on:

i) Gross and clinical signs.

i) Direct bright-field, phase-contrast or dark-field microscopy with whole stained or unstained tissue wet-mounts, tissue
squashes, and impression smears; and wet-mounts of faecal strands.

iii)  Histology of fixed specimens.

iv)  Bioassays of suspect or subclinical carriers using a highly susceptible host (life stage or species) as the indicator for the presence
of the pathogen.

v)  Antibody-based tests for pathogen detection using specific antisera, polyclonal antibodies (PAbs) or monoclonal antibodies
(MADbs).

vi)  Molecular methods (including sequencing):

DNA probes or RNA probes for in-situ hybridisation (ISH) assays with histological sections of fixed tissues;

Conventional and real-time PCR/RT-PCR and LAMP for direct assay with fresh tissue samples or with extracted DNA or RNA.

Pooling of samples from more than one individual animal for a given purpose should only be recommended where robust supporting
data on diagnostic sensitivity and diagnostic specificity have been evaluated and found to be suitable. If the effect of pooling on
diagnostic sensitivity has not been thoroughly evaluated, larger crustaceans should be processed and tested individually. However
for eggs, larvae and postlarvae pooling of larger numbers {e-g- 2 gg v Ag
theirsizefage}may be necessary to obtain sufficient sample material to run a dlagnostlc assay.

5.1. Antibody-based tests
See disease-specific chapters in this Aquatic Manual.
5.2. Direct microscopy

Samples for direct microscopic examination should be examined as soon as possible after collection. Use live specimens
whenever possible, or use fresh, chilled, or fixed specimens when live specimens are not practical. If an adequate field
laboratory is available, it should be used to process and examine samples near the site of collection.

5.3. Histological techniques
Only live or moribund specimens with clinical signs should be sampled for histology. Collect crustaceans by whatever means
are available with a minimum of handling stress. Hold animals in a container appropriate for maintaining suitable water
quality and supply adequate aeration to the container if the crustaceans are to be held for a short period of time before

actual fixation.

5.3.1. Fixation
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i)

A general rule is that a minimum of ten volumes of fixative should be used for one volume of tissue sample (i.e. a 10
g sample of crustacean would require 100 ml of fixative).

Davidson’s AFA (alcohol, formalin, acetic acid) fixative

Davidson’s AFA fixative is recommended for most histological applications. The fixative is rapid, reduces autolytic
changes in decapod crustaceans (i.e. especially in crustaceans in tropical and subtropical regions), and its acidic
content decalcifies the cuticle. The formulation for Davidson’s AFA is (for 1 litre):

330 ml 95% ethyl alcohol

220 ml 100% freshly made formalin (a saturated 37-39% aqueous solution of formaldehyde gas)
115 ml glacial acetic acid

335 ml tap water (for marine crustaceans, seawater may be substituted)

Store the fixative in glass or plastic bottles with secure caps at room temperature.

Fixation procedures with Davidson’s AFA

For larvae and postlarvae that are too small to be easily injected with fixative using a tuberculin syringe: Using a
fine mesh screen or a Pasteur pipette, select and collect specimens. Immerse crustaceans selected for sampling
directly in the fixative. Fix for 12—-24 hours in fixative and then transfer to 70% ethyl alcohol for storage.

For juveniles that are too small to be injected: Select and collect specimens. Use a needle or fine-pointed forceps to
incise the cuticle and immediately immerse crustaceans selected for sampling directly into the fixative. Fix for 12—
24 hours in fixative and then transfer to 70% ethyl alcohol for storage.

For large juveniles and adults: to ensure proper fixation, kill the crustacean using a humane method, then
immediately inject fixative (use 5-10% volume:weight). Fix for 12-24 hours in fixative and then transfer to 70%
ethyl alcohol for storage.

The hepatopancreas (HP) should be injected first and at two or more sites, with a volume of fixative sufficient to
change the HP to a white-to-orange colour (when Davidson’s AFA is used); then inject fixative into adjacent regions
of the cephalothorax, into the anterior abdominal region, and into the posterior abdominal region.

The fixative should be divided between the different regions, with the cephalothoracic region, specifically the HP,
receiving a larger share than the abdominal region.

Immediately following injection, slit the cuticle with dissecting scissors, from the sixth abdominal segment to the
base of the rostrum, being particularly careful not to cut deeply into the underlying tissue. The incision in the
cephalothoracic region should be just lateral to the dorsal midline, while that in the abdominal region should be
approximately mid-lateral.

For crustaceans larger than ~12 g: After injection of fixative, the body should then be transversely bisected, at least
once, just posterior to the abdomen/cephalothorax junction, and (optional) again mid-abdominally.

For very large crustaceans (e.g. lobsters, crabs, adult penaeids, adult Macrobrachium rosenbergii, some species and life
stages of crabs, crayfish, etc.): The organs of interest may be excised after injection of fixative. Completion of fixation of
these tissue samples is then handled as outlined previously.

Following injection, incisions and bisection/trisection, or excision of key organs, immerse the specimen in the
fixative (use 10:1 fixative:tissue ratio).

Allow fixation to proceed at room temperature for 24-72 hours depending on the size of crustacean being
preserved. Longer fixation times in Davidson’s AFA may be used to thoroughly decalcify the shell of crabs, lobsters,
crayfish, etc.

Following fixation, the specimens should be transferred to 70% ethyl alcohol, where they can be stored for an
indefinite period.

Transport and shipment of preserved samples

As large volumes of alcohol should not be mailed or shipped, the following methods are recommended: Remove the
specimens from the 70% ethyl alcohol. For larvae, postlarvae, or small juveniles, use leak-proof, screw-cap plastic vials
if available; if glass vials must be used, pack to prevent breakage. For larger specimens, wrap samples with white paper
towels to completely cover (do not use raw or processed cotton). Place towel-wrapped specimens in a sealable plastic
bag and saturate with 70% ethyl alcohol. Insert the label and seal the bag. Place the bag within a second sealable bag.
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5.4.

5.5.

Multiple small sealable bags can again be placed within a sturdy, crush-proof appropriately labelled container for
shipment (for details see Aquatic Code Chapter 5.10 Measures concerning international transport of aquatic animal
pathogens and pathological material).

Transmission or scanning electron microscopy

Electron microscopy (EM — transmission or scanning) is a valuable research tool for the study of disease in crustaceans.
However, EM methods are not routinely used for diagnosis of the diseases listed by WOAH.

Use of molecular and-antibedy-based-techniques for confirmatory testing and diagnosis

Molecular techniques, including the use of nucleic acid probes for in-situ hybridisation, conventional PCR and real-time PCR,
have been developed for the identification of many pathogens of aquatic animals. Real-time PCR methods, in general, have
high sensitivity and specificity and, following adequate validation, can be used for direct detection of wiral-nucleic acids in
samplesprepared-extracted from crustacean tissue. Fhe-Molecular techniques can be used in direct surveillance of apparently
healthy populations, if they have a high level of diagnostic sensitivity, as well as in the diagnosis of clinically affected animals.

When using PCR as a diagnostic method, the design of primers and probe, the use of positive and negative controls, as well
as validation of the PCR method chosen are important. Real-time PCR is a powerful technique particularly for analysing
relatively high numbers of samples (e.g. for surveillance) via high-throughput testing. Several nucleic acid probe and PCR
protocols are included in this version of the Aquatic Manual as screening, diagnostic or confirmatory methods for crustaceans
and can be undertaken as the standard method. Following real-time PCR-positive results, where possible, conventional PCR
with sequencing of PCR products should be used for confirmation of pathogen identity.

As with all PCR protocols, optimisation may be necessary depending on the reagents, equipment and the plasticware used.
PCR is prone to false-positive and false-negative results. False-positive results (negative samples giving a positive reaction)
may arise from either product carryover from positive samples or, more commonly, from cross-contamination by PCR
products from previous tests. False-negative results (positive samples giving a negative result) may lead to unwanted
transmission of pathogens and biosecurity failure.

Each diagnostic samples should be tested in duplicate, j.e. by testing two aliquots. areg-Both aliquots must produce positive
results for a sample to be deemed positive. In instances where a sample produces one positive and one negative result, these
are deemed indeterminate and should be retested. In addition, the following controls should be run with each assay: negative
extraction control (e.g. a tissue [or equivalent sample that is under test]) sample from a known uninfected animal; positive
control (preferably, one that can be distinguished from the pathogen genomic sequence [e.g. an artificial plasmid], thus
allowing detection of any cross-contamination leading to a false positive result); no template control (all reagents with water
replacing the template); internal positive control (internal housekeeping gene). All controls should produce their expected
results in order for the diagnostic test result to be valid.

To minimise the risk of contamination, aerosol-preventing barrier pipette tips should be used for all sample preparation and
PCR preparation-steps. Additionally, all PCRs should be prepared in a clean area that is separate from the area where the
nucleic acid extraction, amplifications and gel electrophoresis are performed. Do not share equipment (e.g. laboratory coats
and consumables) between areas and, where possible, restrict access between areas. Contaminating PCR products can be
carried on equipment, clothes, shoes, pens/marker pens and paper (e.g. workbooks). Also, ensure all work-tops and ai-flow
cabinets/hoods used for the extractions and PCR set-up are regularly cleaned and decontaminated. To ensure sample
integrity, always store the samples (e.g. in a freezer or refrigerator) in a location away-separate from the molecular biology
laboratory and reagents

5.5.1. Sample preparation and types

Samples should be prepared to preserve the nucleic acid of the pathogen and should be handled and packaged with

the assay can be performed.-Sam i i i v j ostic-te hould-be

resistant label, with the appropriate data filled out, should be placed within each package or container for each
sample set.
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i)

if)

iv)

v)

Some suitable methods for preservation and transport of samples taken for molecular erantibedy-based-tests are:

Live specimens: these may be processed in the field or shipped to the diagnostic laboratory for testing.

Haemolymph: this tissue is the preferred sample for certain molecular and antibody-based diagnostic tests (see
disease-specific chapters). Samples may be collected by needle and syringe through cardiac puncture, from the
haemocoel (i.e. the ventral sinus in penaeids), or from a severed appendage, and immediately transferred to a tube
that is half full with 98-95%-80% analytical grade ethanol or suitable nucleic acid preservative.

Iced or chilled specimens: these are specimens that can be transported to the laboratory for testing within 24 hours.
Pack samples in sample bags surrounded by an adequate quantity of wet ice or freezer bricks around the bagged
samples in an insulated box and ship to the laboratory.

Frozen whele-specimens: select live specimens according to the criteria listed in disease-specific chapters in this
Aquatic Manual._In situations where it is not possible to get the specimens to the laboratory alive, they may be
quick freeze-frozen in the field using crushed dry-ice or freeze-frozen in the-field laboratories using a mechanical
freezer at —20°C or lower temperature. Prepare and insert the label into the container with the samples, pack
samples with an adequate quantity of dry-ice in an insulated box, and ship to the laboratory.

Alcohol-preserved samples: in regions where the storage and shipment of frozen samples is problematic, 96-95%
80% analytical grade ethanol may be used to preserve, store, and transport certain types of samples for molecular
tests. Alcohol-preserved samples are generally not suitable for antibody-based tests. Whole crustaceans (any life
stage provided the specimen is no larger than 2-3 g), excised tissues (i.e. pleopods) from large crustaceans, or
haemolymph may be preserved in 98-95%-80% analytical grade ethanol, and then packed for shipment according
to the methods described in Section 5.3.1, paragraph iii (see chapter 5.10 of the Aquatic Code for additional details
on the international transport of such samples).

Fixed tissues for in-situ hybridisation: For this purpose, classic methods for preservation of the tissues are adequate.

Neutral-buffered formalin is usually a good choice. Fixation for over 24—48 hours should be avoided; samples should

5.5.2.

5.5.3.

5.5.4.

be transferred to ethanol following formalin treatment.

Preservation of RNA and DNA in tissues

For routine diagnostic testing by PCR or RT-PCR, samples must be prepared to preserve the pathogen’s nucleic acid.
For most purposes, preservation of samples in analytical grade ethanol aleehet-(80-98%) is the preferred method for
subsequent molecular tests. Samples preserved in this way can be stored at 4°C for 1 month, at 25°C for 1 week or
indefinitely at —20°C or below. In addition, other products (e.g. nucleic acid preservatives, various lysis buffers, etc.)
are commercially available for the same purpose.

Nucleic acid extraction

To isolate nucleic acids from tissues preserved in ethanol or nucleic acid preservative, simply remove the tissue from
the fixative or preservative and treat it as though it was just harvested. Most fresh and preserved or fixed tissues can
be homogenised (e.g. with a mortar and pestle or in bead-beating tubes) directly in the lysis or extraction buffer
provided with commercially available DNA and RNA extraction kits. Commercial kits should be validated or undergo
equivalence testing with current validated extraction procedures prior to routine use.

Preparation of slides for in-situ hybridisation

For in-situ hybridisation, fixed tissues that have been transferred to 76% 80% analytical grade ethanol are embedded
in paraffin according to standard histological methods. Sections are cut at a thickness of 5 pum and placed on
aminoalkylsilane-coated slides, which are then baked overnight in an oven at 40°C. The sections are de-waxed by
immersing in xylene for 10 minutes. This step is repeated once and then the solvent is eliminated by immersion in
two successive absolute ethanol baths for 10 minutes each. The sections are then rehydrated by immersion in an
ethanol series. The protocol may require a step of membrane permeabilisation enabling access to the target DNA.
For this purpose, sections are treated with proteinase K (100 pg ml™) in TE buffer (Tris [50 mM], EDTA [10 mM]), at
37°Cfor 30 minutes. For in-situ hybridisation tests (see individual chapters for details), it is essential that both a known
positive and a known negative slide be stained to eliminate false positive results due to non-specific staining/stain
dropout, and false negative results due to errors in the staining protocol (Qadiri et al., 2019; Valverde et al., 2017).
For further details see disease-specific chapters in this Aquatic Manual.
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6. Additional information to be collected

Sample information should include the collector’s name, organisation, date, time, and description of the geographical location. The
geographical origin of samples may be described as the name or location of the sampling site or its geographical co-ordinates. There
should also be records that provide information to allow trace-backs on the sample movement from the sample site to the storage
facility or laboratory and within those facilities.

A history of the specimens should also be collected and should include species, age, weight, details of clinical signs including
behavioural changes, as well as observations concerning any gross pathology which has been observed.

Information on the preservation method, storage location, and date and time of storage at each storage locker or freezer along with
information on the storage temperature (continuously monitored is preferable) should be collected. This information should be
tracked with a unique sample code for all samples. For laboratories, the date of receipt, storage location information, date of analysis,
analysis notes, and report date should be maintained for all uniquely coded samples. These data will greatly facilitate the tracking of
sample problems and provide assurance that the samples were properly handled.
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Anexo 35. item 11.1.2. — Capitulo 2.2.2. Infeccidén por Aphanomyces astaci (plaga del cangrejo del rio)

CHAPTER 2.2.2.

INFECTION WITH APHANOMYCES ASTACI
(CRAYFISH PLAGUE)

1. Scope

Infection with Aphanomyces astaci means infection with the pathogenic agent A. astaci, Phylum Oomycota. The disease is commonly
known as crayfish plague.

2. Disease information
2.1. Agent factors

2.1.1. Aetiological agent

Aphanomyces astaci is a water mould. The Oomycetida or Oomycota, are considered protists and are classified with
diatoms and brown algae in a group called the Stramenopiles or Chromista.

Five groups (A—E) of A. astaci have been described based on random amplification of polymorphic DNA polymerase chain
reaction (RAPD PCR) (Dieguez-Uribeondo et al., 1995; Huang et al., 1994; Kozubikova et al., 2011). Additional geno- or
haplotypes are still being detected using molecular methods (Di Domenico et al., 2021). Group A (the so called Astacus
strains) comprises strains isolated from several European crayfish species. These strains are thought to have been in
Europe for a long period of time. Group B (Pacifastacus strains 1) includes isolates from several European crayfish species
and from the invasive Pacifastacus leniusculus in Europe as well as Lake Tahoe, USA. Imported to Europe, P. leniusculus
probably introduced this genotype of A. astaci and infected the native European crayfish. Group C (Pacifastacus strains
11) consists of a strain isolated from P. leniusculus from Pitt Lake, Canada. Another strain (Pc), isolated from Procambarus
clarkii in Spain, sits in group D (Procambarus strains). This strain shows temperature/growth curves with higher optimum
temperatures compared with groups A and B (Dieguez-Uribeondo et al., 1995). Aphanomyces astaci strains that have
been presentin Europe for many years (group A strains) appear to be less pathogenic than strains introduced with crayfish
imports from North America since the 1960s. North American host species spiny-cheek crayfish (Orconectes limosus) has
been shown to be a carrier of Group E (Kozubikova et al., 2011).

2.1.2. Survival and stability in processed or stored samples

Aphanomyces astaci is poorly resistant against desiccation and does not survive long in decomposing hosts. Any
treatment of the crayfish (freezing, cooking, drying) will affect the survival of the pathogen (Oidtmann et al., 2002).
Isolation from processed samples is not possible, however they may be suitable for molecular methods used for pathogen
detection.

2.1.3. Survival and stability outside the host

Outside the host Aphanomyces astaci is found as zoospores that remain motile for up to 3 days and form cysts that can
survive for 2 weeks in distilled water. As A. astaci can go through three cycles of encystment and zoospore emergence,
the maximum life span outside of a host could be several weeks. Spores remained viable in a spore suspension in clean
water kept at 2°C for 2 months (Unestam, 1966). Survival time is probably shorter in natural waters.

For inactivation methods, see Section 2.4.5.

2.2. Host factors
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2.2.1. Susceptible host species

The recommendations in this chapter apply to all species of crayfish in all three crayfish families (Cambaridae, Astacidae
and Parastacidae).

Note: an assessment of species that meet the criteria for listing as susceptible to infection with A. astaci in accordance

with Chapter 1.5. has not yet been completed

2.2.2. Species with incomplete evidence for susceptibility

Under study
2.2.3. Likelihood of infection by species, host life stage, population or sub-populations

The host species susceptible to infection with A. astaci fall largely into two categories: those highly-suseceptible-to-infection
with-that development of clinical disease and mortalities, and those that are infected witheutasseciated-but do not

display any significant clinical disease or mortalities. All life stages are considered susceptible to infection with A. astaci.

Species that develop clinical disease and mortalities include the noble crayfish (Astacus astacus) of north-west Europe,
the white clawed crayfish (Austropotamobius pallipes) of south-west and west Europe, the related Austropotamobius
torrentium (mountain _streams of south-west Europe) and the slender clawed or Turkish crayfish (Pontastacus
leptodactylus) of eastern Europe and Asia Minor (e.g. Holdich et al., 2009). Australian species of freshwater crayfish are
also considered vulnerable to clinical disease and mortalities.

Species that can be infected but do not normally develop clinical disease include North American crayfish species such as
the signal crayfish (Pacifastacus leniusculus), Louisiana swamp crayfish (Procambarus clarkii) and Faxonius spp. All North
American crayfish species that have been investigated have been shown to be susceptible to infection, demonstrated by

the presence of the pathogen in host cuticle (reviewed by Svoboda et al. 2017).

Highly-suseceptible-species=-Clinical disease outbreaks caused by infection with A. astaci are generally known as ‘crayfish
plague’ outbreaks. In such outbreaks, moribund and dead crayfish of a range of sizes (and therefore ages) can be found.

The only non-crayfish crustacean species known to be susceptible to infection by A. astaci is the Chinese mitten crab

(Eriocheir sinensis).

2.2.4. Distribution of the pathogen in the host

The tissue that becomes initially infected is the exoskeleton cuticle. Soft cuticle, as is found on the ventral abdomen and
around joints, is preferentially affected. In the—highly—suseeptible—European crayfish species, which are prone to
development of clinical disease, the pathogen often manages to penetrate the basal lamina located underneath the
epidermis cell layer. From there, A. astaci spreads throughout the body primarily by invading connective tissue and
haemal sinuses; however, all tissues may be affected.

In North American crayfish species, infection is usually restricted to the cuticle. Based on PCR results, the tailfan
(consisting of uropods and telson) and soft abdominal cuticle appear to be frequently infected (Oidtmann et al., 2006;
Vralstad et al., 2011).
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2.2.5. Aquatic animal reservoirs of infection

North American crayfish species act mostly as reservoirs earriers-of the infection without showing clinical signs. However,

some strains of A. astaci, especially from group A, show lowered virulence, thus enabling rermally-highlysuseeptible
European crayfish to act as reservoirs earriers-as well (see review by Svoboda et al., 2017).

Colonisation of habitats;+ritialy by North American crayfish species carrying A. astaci eceupied-by-highty-susceptible-is
likely to result in an epizootic if crayfish species that are prone to expression of clinical disease are present-by-Nerth

2.3. Disease pattern

2.3.1. Mortality, morbidity, and prevalence

When the infection first reaches a naive population of highly-suseeptible-crayfish species that are prone to clinical disease,
high levels of mortality are usually observed within a short space of time, se-that-n-and in areas with high crayfish
densities the bottoms of lakes, rivers and streams are covered with dead and dying crayfish. A band of mortality will
spread quickly from the initial outbreak site downstream, whereas upstream spread is slower. Lower water temperatures
are associated with slewer-a lower rate of mortalities and a greater range of clinical signs in affected animals (Alderman
et al., 1987). Observations from Finland suggest that at low water temperatures, noble crayfish (Astacus astacus) can be
infected for several months without the-development-efany noticeable mortalities (Viljamaa-Dirks et al., 2013).

On rare occasions, single specimens of the-highly-suseeptible-species that are prone to clinical disease have been found
after a wave of infection with A. astaci has gone through a river or lake. This is most likely to be due to lack of exposure

of these animals during an outbreak (animals may have been present in a tributary of a river or lake or in a part of the
affected river/lake that was not reached by spores, or crayfish may have stayed in burrows during the epizootic).
However, low virulent strains of A. astaci have been described to persist in a water way, kept alive by a weak infection in
the remnant population (Viljamaa-Dirks et al., 2011). Although remnant populations of susceptible crayfish species
remain in many European watersheds, the dense populations that existed 150 years ago are now heavily diminished
(Souty-Grosset et al., 2006; Holdich et al., 2009). Populations of susceptible crayfish may re-establish, but once population
density and geographical distribution is sufficient for susceptible animals to come into contact with spores, new outbreaks
of infection with A. astaci and large-scale mortalities will occur.

In the-highly-suseeptible European crayfish species, exposure to A. astaci spores usually leads to infection and eventually
to death. Prevalence of infection within a population in the early stage of an outbreak may be low (few animals in a river
population may be affected). However, the pathogen is-amplified in affected animals and subsequently released into the
water; usually leading to 100% mortality in a contiguous population. The rate of spread from initially affected animals
depends on several factors, one being water temperature. Therefore, the time from first introduction of the pathogen
into a population to noticeable crayfish mortalities can vary greatly and may range from a few weeks to months.
Prevalence of infection will gradually increase over this time and usually reach 100%. Data from a noble crayfish
population in Finland that experienced an acute mortality event due to infection with A. astaci in 2001 suggest that in
sparse noble crayfish populations, spread of disease throughout the host population may take several years (Viljamaa-
Dirks et al., 2011).

2.3.2. Clinical signs, including behavioural changes

Susceptible species

Gross clinical signs are variable and depend on challenge severity and water temperatures. The first sign of an epizootic
may be the appearance of crayfish during daylight (crayfish are normally nocturnal), some of which may show loss of co-
ordination, falling onto their backs and remaining unable to right themselves. Occasionally, the infected animals can be
seen trying to scratch or pinch themselves.
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Often, however, the first sign of an outbreak may be the presence of large numbers of dead crayfish in a river or lake
(Alderman et al., 1987).

Infection with A. astaci may cause mass mortality of crayfish. However, investigation of mortality event should consider
other causes such as environmental pollution (e.g. insecticides such as cypermethrin have been associated with initial
misdiagnoses).

North American crayfish species

Infected North American crayfish may be subclinical carriers. Controlled exposure to a highly virulent strain has resulted

in mortality in juvenile stages of Pacifastacus leniusculus as well as behavioural alterations in adults (Thomas et al., 2020).

2.3.3 Gross pathology

Suseeptible-Species prone to clinical disease

Depending on a range of factors, the foci of infection in crayfish may be seen by the naked eye or may not be discernible
despite careful examination. Infection foci are best viewed under a low power stereo microscope and are recognisable
by localised whitening of the muscle beneath the cuticle. In some cases, a brown colouration of cuticle and muscle may
occur, or hyphae may be visible in infected cuticles in the form of fine brown (melanised) tracks in the cuticle. Sites for
examination include the intersternal soft ventral cuticle of the abdomen and tail, the cuticle of the perianal region, the
cuticle between the carapace and abdomen, the joints of the pereiopods (walking legs), particularly the proximal joint,
eyestalks and finally the gills.

North American crayfish species

Infected North American crayfish do not usually show signs of disease-ean-semetimesshow-melanised-spotsintheirsoft

infections-with-other-watermoulds—and-are-non-speeific. However, populations with high levels of infection can show

abnormally high levels of cuticular damage in individual animals, such as missing legs and claws due to deteriorated joints.

2.3.4. Modes of transmission and life cycle

Transmission from crayfish to crayfish occurs through the release of zoospores from an infected animal and attachment
of the zoospores to naive crayfish. The life cycle of A. astaci is simple with vegetative hyphae invading and ramifying
through host tissues, eventually producing extramatrical sporangia that release amoeboid primary spores. These initially
encyst, but then release a biflagellate zoospore (secondary zoospore). Biflagellate zoospores swim in the water column
and, on encountering a susceptible host, attach and germinate to produce invasive vegetative hyphae. The zoospores of
A. astaci swim actively in the water column and have been demonstrated to show positive chemotaxis towards crayfish
(Cerenius & Soderhall, 1984). Zoospores are capable of repeated encystment and re-emergence, extending the period of
their infectivity (Soderhall & Cerenius 1999). Growth and sporulation capacity is strain-and temperature-dependent
(Dieguez-Uribeondo et al., 1995).

The main routes of spread of the pathogen are through 1) movement of infected crayfish, 2) movement of spores with

contaminated water or equipment, or 3) through colonisation of non-native habitats by invasive North American crayfish
species.

The main route of spread of A. astaci in Europe between the 1960s and 2000 was through the active stocking of North
American crayfish into the wild or escapes from crayfish farms. Subsequent spread occurred through expanding

populations of invasive North American crayfish, accidental co-transport of specimens, and release of North American
crayfish into the wild by private individuals (Holdich et al., 2009).
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Transportation of finfish may facilitate the spread of A. astaci through the presence of spores in the transport water or
co-transport of infected crayfish specimens (Alderman et al., 1987; Oidtmann et al., 2002). There is also circumstantial
evidence of spread by contaminated equipment (e.g. nets, boots, clothing, traps) (Alderman et al., 1987).

2.3.5. Environmental factors

Under laboratory conditions, the preferred temperature range at which the A. astaci mycelium grows varies slightly
depending on the strain. In a study, which compared several A. astaci strains that had been isolated from a variety of
crayfish species, mycelial growth was observed between 4 and 29.5°C, with the strain isolated from Procambarus clarkii
growing better at higher temperatures compared to the other strains. Sporulation efficiency was similarly high for all
strains tested between 4 and 20°C, but it was clearly reduced for the non-P. clarkii strains at 25°C and absent at 27°C. In
contrast, sporulation still occurred in the P. clarkii strain at 27°C. The proportion of motile zoospores (out of all zoospores
observed in a zoospore suspension) was almost 100% at temperatures ranging from 4-18°C, reduced to about 60% at
20°C and about 20% at 25°C in all but the P. clarkii strain. In the P. clarkii strain, 80% of the zoospores were still motile at
25°C, but no motile spores were found at 27°C (Dieguez-Uribeondo et al., 1995).

Field observations show that outbreaks of infection with A. astaci occur over a wide temperature range, and at least in
the temperature range 4-20°C. The rate of spread within a population depends on several factors, including water
temperature. In a temperature range between 4 and 16°C, the speed of an epizootic is enhanced by higher water
temperatures.

In buffered, redistilled water, sporulation occurs between pH 5 and 8, with the optimal range being pH 5-7. The optimal
pH range for swimming of zoospores appears to be pH 6.0-7.5, with a maximum range between pH 4.5 and 9.0 (Unestam,
1966).

Zoospore emergence is influenced by the presence of certain salts in the water. CaCl; stimulates zoospore emergence
from primary cysts, whereas MgCl, has an inhibitory effect. In general, zoospore emergence is triggered by transferring
the vegetative mycelium into a medium where nutrients are absent or low in concentration (Cerenius et al., 1988).

2.3.6. Geographical distribution

In Europe the reports of large mortalities of crayfish go back to 1860. The reservoir of the original infections in the 19th
century was never established. Faxonius (Orconectes) spp. were not known to have been introduced into Europe until
the 1890s, but the post-1960s extensions are largely linked to more recent introductions of North American crayfish for
farming (Alderman, 1996; Holdich et al. 2009). Pacifastacus leniusculus and Procambarus clarkii are now widely
naturalised in many parts of Europe.

In recent years, crayfish plague has been reported in Asia and also in North- and South America (see e.g. references in Di
Domenico et al. 2021). The distribution of A. astaci in North America is likely to be much wider than reported.

m#eet—@n—FeH—he#glﬁﬂ-yLsu&eept—@e—speefes—See WOAH WAHIS (https //wahls woah org/#/home) for recent |nformat|on

on distribution at the country level. How

2.4. Biosecurity and disease control strategies

2.4.1. Vaccination

No vaccines are available.

2.4.2. Chemotherapy including blocking agents
No treatments are currently known-that-ean-sueccessfully-treatthe-highly-susceptible-erayfish-species,once-infected.

2.4.3. Immunostimulation

No immunostimulants are currently known-that-ean-sucecesstully-protect-the-highly-susceptible-crayfish-species-against
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2.4.4. Breeding resistant strains

A few studies suggest that there might be differences in resistance between populations of highly-susceptible-species
crayfish species that are prone to clinical disease (reviewed by Martin-Torrijos et al., 2017; Svoboda et al., 2017). Fhefaet

h North-Ame n v h cane v do-not-develonp dico h ala on—fo nca—mav ba

2.4.5. Inactivation methods

Aphanomyces astaci, both in culture and in infected crayfish, is inactivated by a short exposure to temperatures of 60°C
or to temperatures of —20°C (or below) for 48 hours (or more) (Oidtmann et al., 2002). Sodium hypochlorite at 100 ppm,
free chlorine and iodophors at 100 ppm available iodine, are effective for disinfection of contaminated equipment.
Equipment must be cleaned prior to disinfection since organic matter decreases the effectiveness of disinfectants
(Alderman & Polglase, 1985). Thorough drying of equipment (>24 hours) is also effective as A. astaci is not resistant to
desiccation (Rennerfelt, 1936).

2.4.6. Disinfection of eggs and larvae

No information available.

2.4.7. General husbandry

If a erayfish-farm for-highly-suseceptible crayfish species that are prone to clinical disease is being planned, it should be
carefully investigated whether North American crayfish species are in the vicinity of the planned site or present upstream.
If North American crayfish are present, there is a high likelihood that susceptible farmed crayfish will eventually become
infected.

In an endemic area where the-highly-susceptible-species prone to expression of clinical disease are being farmed, the
following biosecurity recommendations should be followed to avoid an introduction of A. astaci onto the site:

1.  General biosecurity should be in place (e.g. controlled access to premises; disinfection of boots when entering the
site; investigation of mortalities if they occur; introduction of live animals (crayfish, finfish) only from sources known
to be free from infection with A. astaci).

2. Movements of potentially infected live or dead crayfish, potentially contaminated water, equipment or any other
item that might carry the pathogen from an infected to an uninfected site holding susceptible species should be
prevented.

3. If transfers of finfish or crayfish are being planned, these should not come from streams or other waters that
harbour potentially infected crayfish (either susceptible crayfish populations that are going through a current
outbreak of infection with A. astaci or North American easriercrayfish species).

4.  North American crayfish should not be brought onto the site.
5. Finfish obtained from unknown freshwater sources or from sources, where North American crayfish may be present
or a current outbreak of infection with A. astaci may be taking place, must not be used as bait or feed for crayfish,

unless they have been subject to a temperature treatment to kill A. astaci (see Section 2.4.5. Inactivation methods).

6.  Any equipment that is brought onto site should be disinfected.

3. Specimen selection, sample collection, transportation and handling

Selection of populations and individual specimens

For a suspected outbreak of infection with A. astaci in a population of-highly-suseeptible crayfish species that are prone to clinical
disease, sampled crayfish should ideally consist of: a) live crayfish showing signs of disease, and b) live, apparently healthy
crayfish. Freshly dead crayfish may also be suitable, although this will depend on their condition.
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Live crayfish should be transported using insulated containers equipped with small holes to allow aeration. The temperature in
the container should not exceed 16°C.

Crayfish should be transported in a moist atmosphere, for example using moistened wood shavings/wood wool, newspaper, or
grass/hay. Unless transport water is sufficiently oxygenated, live crayfish should not be transported in water, as they may
suffocate.

The time between sampling of live animals and delivery to the investigating laboratory should not exceed 24 hours.

Should only dead animals be found at the site of a suspected outbreak, freshly dead animals should be selected for diagnosis.
Dead animals can either be: a) transported chilled (if they appear to have died only very recently), or, b) placed in non-methylated
ethanol (minimum concentration 70%; see 3.5. Preservation of samples for submission), or c) placed in freezer at —20°C to avoid
further decay and transported frozen.

When testing any population outside an acute mortality event for the presence of crayfish plague, as many individuals as possible
should be inspected visually for signs of cuticular damage. Crayfish that have melanized spots or missing limbs should be selected
in the first place for further analysis.

3.2. Selection of organs or tissues

In highly-suseeptible-species that are prone to clinical disease, the tissue recommended for sampling is the soft abdominal cuticle,
which can be found on the ventral side of the abdomen. Any other soft part of the exoskeleton can be included as well. If any
melanised spots or whitened areas are detected, these should be included in the sampling. From diseased animals, samples
should be aseptically collected from the soft abdominal cuticle. For identification of carriers, samples should be aseptically
collected from soft abdominal cuticle, and telson and uropods, separately.

In the North American crayfish species, sampling of soft abdominal cuticle, uropods and telson are recommended. Any other soft
part of the exoskeleton can be included as well. If any melanized spots are detected, these should be included in the sampling.

3.3.  Samples or tissues not suitable for pathogen detection
Autolysed material is not suitable for analysis.
3.4. Non-lethal sampling

A non-destructive sampling method that detects A. astaci DNA in the microbial biofilm associated with the cuticle of individual
crayfish through vigorous scrubbing has been described (Pavic et al., 2020), and could be considered in case of testing vulnerable
populations.

If non-lethal tissue sample types differ from recommended tissues (see Section 3.2.), or from the tissue samples used in validation
studies, the effect on diagnostic performance should be considered.

3.5. Preservation of samples for submission

The use of non-preserved crayfish is preferred, as described above. If transport of recently dead or moribund crayfish cannot be
arranged, crayfish may be frozen or fixed in ethanol (minimum 70%). However, fixation may reduce test sensitivity. The
crayfish:ethanol ratio should ideally be 1:10 (1 part crayfish, 10 parts ethanol).

For guidance on sample preservation methods for the intended test methods, see Chapter 2.2.0

3.5.1. Samples for pathogen isolation

The success of pathogen isolation depends strongly on the quality of samples (time since collection and time in storage).
Isolation is best attempted from crayfish with clinical signs delivered alive (see Section 3.1.). Fresh specimens should be
kept chilled and preferably sent to the laboratory within 24 hours of collection.

3.5.2. Preservation of samples for molecular detection
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Tissue samples for PCR testing should be preserved in 70-90% (v/v) analytical/reagent-grade (undenatured) ethanol. The
recommended ratio of ethanol to tissue is 10:1 based on studies in terrestrial animal and human health. The use of lower
grade (laboratory or industrial grade) ethanol is not recommended. If material cannot be fixed it may be frozen.

Standard sample collection, preservation and processing methods for molecular technigues can be found in Section B.5.5.
of Chapter 2.2.0 General information (diseases of crustaceans).

3.5.3. Samples for histopathology

Standard sample collection, preservation and processing methods for histological techniques can be found in Section 2.2
of Chapter 2.2.0 General information (diseases of crustaceans).

3.5.4. Samples for other tests

Sensitive molecular methods can be used to detect A. astaci DNA directly from water samples (Strand et al. 2011, 2012).
These methods require validation for diagnostic use.

3.6. Pooling of samples

Pooling of samples from more than one individual animal for a given purpose should only be recommended where robust
supporting data on diagnostic sensitivity and diagnostic specificity have been evaluated and found to be suitable. The effect
of pooling on diagnostic sensitivity has not been thoroughly evaluated, therefore, larger animals should be processed and
tested individually. Small life stages such as PL, can be pooled to obtain the minimum amount of material for molecular
detection.

4. Diagnostic methods

The methods currently available for pathogen detection that can be used in i) surveillance of apparently healthy animals, ii)
presumptive diagnosis in clinically affected animals and iii) confirmatory diagnostic purposes are listed in Table 4.1. by animal life
stage.

Ratings for purposes of use. For each recommended assay a qualitative rating for the purpose of use is provided. The ratings are
determined based on multiple performance and operational factors relevant to application of an assay for a defined purpose. These
factors include appropriate diagnostic performance characteristics, level of assay validation, availability cost, timeliness, and sample
throughput and operability. For a specific purpose of use, assays are rated as:

+++ = Methods are most suitable with desirable performance and operational characteristics.

++= Methods are suitable with acceptable performance and operational characteristics under most
circumstances.

+= Methods are suitable, but performance or operational characteristics may limit application under some
circumstances.

Shaded boxes = Not appropriate for this purpose.

Validation stage. The validation stage corresponds to the assay development and validation pathway in chapter 1.1.2. The validation
stage is specific to each purpose of use. Where available, information on the diagnostic performance of recommended assays is
provided in Section 6.3.

WOAH Reference Laboratories welcome feedback on diagnostic performance of recommended assays, in particular PCR methods.
Of particular interest are any factors affecting expected assay sensitivity (e.g. tissue components inhibiting amplification) or expected
specificity (e.g. failure to detect particular genotypes, detection of homologous sequences within the host genome). These issues
should be communicated to the WOAH Reference Laboratories so that advice can be provided to diagnostic laboratories and the
standards amended if necessary.
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Table 4.1. WOAH recommended diagnostic methods and their level of validation for surveillance of apparently healthy animals and investigation of clinically affected animals

C.  Confirmatory diagnosis® of a suspect result from

A.  Surveillance of apparently healthy animals B.  Presumptive diagnosis of clinically
affected animals surveillance or presumptive diagnosis
Method
Early lif Early lif Early lif
ary |2e Juveniles? Adults LV any |2e Juveniles? Adults LV any |2e Juveniles? Adults LV
stages stages stages
Wet mounts + + NA
Histopathology + + NA
Cel-Culture + + NA
Real-time PCR ++ ++ ++ 1 ++ ++ ++ 1 ++ ++ ++ 1
Conventional PCR + + + 1 ++ ++ ++ 1
Conventional PCR followed by
+++ +++ +++ 1

amplicon sequencing

In-situ hybridisation

Bioassay

LAMP

Ab-ELISA

Ag-ELISA

Other antigen detection
methods?

Other methods?

LV = level of validation, refers to the stage of validation in the WOAH Pathway (chapter 1.1.2); NA = not available. PCR = polymerase chain reaction; LAMP = loop-mediated isothermal amplification;
Ab- or Ag-ELISA = antibody or antigen enzyme-linked immunosorbent assay, respectively; IFAT = indirect fluorescent antibody test.
For confirmatory diagnoses, methods need to be carried out in combination (see Section 6). 2Susceptibility of early and juvenile life stages is described in Section 2.2.3.
3Specify the test used. Shading indicates the test is inappropriate or should not be used for this purpose.
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4.1. Wet mounts

Small pieces of soft cuticle excised from the regions mentioned above (Section 2.3.3 Gross pathology) and examined under a
compound microscope using low-to-medium power will confirm the presence of aseptate fungal-like hyphae 7-9 um wide. The
hyphae can usually be found pervading the whole thickness of the cuticle, forming a three-dimensional network of hyphae in
heavily affected areas of the cuticle. The presence of host haemocytes and possibly some melanisation closely associated with
and encapsulating the hyphae give good presumptive evidence that the hyphae represent a pathogen rather than a secondary
opportunist invader. In some cases, examination of the surface of such mounted cuticles will demonstrate the presence of

characteristic A. astaci sporangia with clusters of encysted primary spores-{see-Section-4-3-Cultureforisolation).
4.2. Histopathology

Unless the selection of tissue for fixation has been well chosen, A. astaci hyphae can be difficult to find in stained preparations.
A histological staining technique, such as the Grocott silver stain counterstained with conventional haematoxylin and eosin, can
be used. However, such material does not prove that any hyphae observed are those of A. astaci, especially when the material
comes from animals already dead by sampling.

See also Section 4.1 Wet mounts.
4.3. Culture for isolation

Isolation is not recommended as a routine diagnostic method (Alderman & Polglase, 1986; Cerenius et al., 1987; Viljamaa-Dirks,
2006). Test sensitivity and specificity of the cultivation method can be very variable depending on the experience of the examiner,
but in general will be lower than the PCR. Isolation of A. astaci by culture from apparently healthy crayfish is challenging and
molecular methods are recommended. A detailed description of this test is available from the Reference Laboratory?.

4.4, Nucleic acid amplification

PCR assays should always be run with the controls specified in Section 5.5 Use of molecular and antibody-based techniques for
confirmatory testing and diagnosis of Chapter 2.2.0 General information (diseases of crustaceans). Each sample should be tested
in duplicate. Shrimp tissues may be used as negative controls.

Live crayfish can be killed using chloroform, electric current or by mechanical destroying the nerve cords. If live or moribund
animals are not available, only recently dead animals should be used for DNA extraction. The soft abdominal cuticle is the
preferred sample tissue for DNA extraction. Any superficial contamination should first be removed by thoroughly wiping the soft
abdominal cuticle with wet (using autoclaved H,0) clean disposable swabs. The soft abdominal cuticle is then excised and 30-50
mg ground using a pestle and mortar.

Several PCR assays have been developed with varying levels of sensitivity and specificity. Two assays are described here. Both
assays target the ITS (internal transcribed spacer) region of the nuclear ribosomal gene cluster within the A. astaci genome.

Extraction of nucleic acids

Numereus-Different kits and procedures can be used for nucleic acid extraction. The quality and concentration of the extracted
nucleic acid is important and sheuld-can be checked using a suitable method as appropriate to the circumstances-using-epticat
density-orrunningagel.

4.4.1. Real-time PCR

The following controls should be run with each assay: negative extraction control; positive control; no template control;
internal PCR control.

Pathogen/

——— Primer/probe (5’'-3’) Concentration Cycling conditions

t https://www.woah.org/en/what-we-offer/expertise-network/reference-laboratories/#ui-id-3
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Method 1*: Vralstad et al., 2009, Strand, 2013; GenBank Accession No.; AM947024
Aphanomyces. Fwd: AAG-GCT-TGT-GCT-GGG-ATG-TT 500 nM
astaeus-astaci 50 cycles of:
& A. fennicus/ Rev: CTT-CTT-GCG-AAA-CCT-TCT-GCT-A 500 nM 95°C/15 sec and 60°C/30 sec
’ TS = Probe: 6-FAM-TTC-GGG-ACG-ACC-C-MGBNFQ 200 nM
Alternative method 2: Strand et al. to be published; GenBank Accession No.: AM947024
Aphanomyces Fwd: TAT-CCA-CGT-GAA-TGT-ATT-CTT-TAT 500 nM 50 cycles of:
astacus Rev: GCT-AAG-TTT-ATC-AGT-ATG-TTA-TTT-A 500 nM 95°C/15 secland 60°C/30 sec
astaci/ITS Probe: FAM-AAG-AAC-ATC-CCA-GCA-C-MGBNFQ 200 nM

*These ITS-based methods have been found to give positive results for the species Aphanomyces fennicus
(Viljamaa-Dirks & Heinikainen 2019).

The absolute limit of detection of method 1 was reported as approximately 5 PCR forming units (= target template copies);

which-is-eguivalenttolessthan-eneA-—astaci-genome (Vralstad et al., 2009). Another study reported consistent detection
down to 50 fg DNA using this assay (Tuffs & Oidtmann, 2011).

Analytical test specificity has been investigated (Tuffs & Oidtmann, 2011; Vralstad et al., 2009) and no cross-reaction was
observed in these studies. However, a novel species, Aphanomyces fennicus, isolated from noble crayfish was reported
in 2019 (Viljamaa-Dirks & Heinikainen, 2019) that gave a positive reaction in this test at the same level as A. astaci. Due
to this problem in specificity, the assay has been modified according to the alternative method 2 (Strand et al., manuscript
in preparation):

Owing to the repeated discovery of new Aphanomyces strains, sequencing is required to determine the species of

Aphanomyces. In the case of the real-time PCR assay, this requires separate amplification of a PCR product using primers
ITS-1 and ITS-4 (see Section 4.5 Amplicon sequencing).

4.4.2. Conventional PCR

Pathogen/

target gene Primer/prebe (5'-3’) Concentration Cycling conditions

Method 1*: Oidtmann et al., 2006; GenBank Accession No.: AY310499; Preduct-amplicon size: 569 bp

Aphanomyces

astacus-astaci Fwd: GCT-TGT-GCT-GAG-GAT-GTT-CT 500 nM 40 cycles of: 1 min/96°C, 1

& A. fennicus/ Rev: CTA-TCC-GAC-TCC-GCA-TTC-TG- 500 n min/59°C and 1 min/72°C
ITS

*This ITS-based method has been found to give positive results for the species Aphanomyces fennicus
(Viljamaa-Dirks & Heinikainen 2019).

Confirmation of the identity of the PCR product by sequencing is required as a novel species, A. fennicus, isolated from
noble crayfish was reported in 2019 (Viljamaa-Dirks & Heinikainen, 2019) that gave a positive reaction in this assay.

The assay consistently detects down to 500 fg of genomic target DNA or the equivalent amount of ten zoospores
submitted to the PCR reaction (Tuffs & Oidtmann, 2011).

4.4.3. Other nucleic acid amplification methods

Several genotype-specific molecular methods have been developed that, instead of requiring a pure growth as sample
material like the RAPD-PCR assay, can be used to analyse crayfish tissue directly (Di Domenico et al., 2021; Grandjean et
al., 2014; Makkonen et al., 2018; Minardi et al., 2018; 2019). Detection of a known genotype group combined with a
positive result by a recommended conventional or real-time PCR can be used as a confirmative test in geographical areas
where crayfish plague is known to be present. However, the current knowledge of the genotype variation is mostly limited
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to a few original host species and new genotypes or subtypes are expected to be found. Thus, the suitability of these
methods is limited for initial excluding diagnosis or as confirmative tests in geographical areas not known to be infected.

PCR targeting mitochondrial DNA with A. astaci genotype specific primers have been shown to detect the known

genotypes of A. astaci, but these assays may also provide positive results for some other oomycete genera (Casabella-
Herrero et al., 2021).

4.5. Amplicon sequencing

-and-purified-by-exeisionfrom-this-gel. Both DNA strands of the PCR product must be sequenced and analysed and-cempared.in
comparison with published-reference sequences.

4.6. In-situ hybridisation

Not available.

4.7. Immunohistochemistry

Not available

4.8. Bioassay

No longer used for diagnostic purposes (see Cerenius et al., 1988).

4.9. Antibody- or antigen-based detection methods

Not available.
5. Test(s) recommended for surveillance to demonstrate freedom in apparently healthy populations
The recommended method for surveillance is real-time PCR, the modified assay by Strand et al. (manuscript in preparation).
6. Corroborative diagnostic criteria

This section only addresses the diagnostic test results for detection of infection in the absence (Section 6.1.) or in the presence of
clinical signs (Section 6.2.) but does not evaluate whether the infectious agent is the cause of the clinical event.

The case definitions for suspect and confirmed cases have been developed to support decision-making related to trade and
confirmation of disease status at the country, zone or compartment level. Case deflnltlons for dlsease conflrmatlon in endem|cally
affected areas may be less strlngent

whe%he#er—net—elmrea#&@we—asseera%ed—w&t—h%ea&e— Ifa labe;ate#y—Competent Author|ty does not have the ea-pae+t—y— apablllty
to undertake the necessary diagnostic tests it should seek advice from the appropriate WOAH Reference Laboratory, and if necessary.

refer samples to that laboratory for confirmatory testing of samples from the index case in a country, zone or compartment
considered free.

6.1. Apparently healthy animals or animals of unknown health status?

Apparently healthy populations may fall under suspicion, and therefore be sampled, if there is an epidemiological link(s) to an
infected population. Geographic proximity to, or movement of animals or animal products or equipment, etc., from a known
infected population equate to an epidemiological link. Alternatively, healthy populations are sampled in surveys to demonstrate
disease freedom.

For example transboundary commodities.
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6.2

6.1.1. Definition of suspect case in apparently healthy animals

The presence of infection with Aphanomyces astaci shall be suspected if at least the following criterion is met:

i) Positive result by real-time PCR

ii)  Positive result by conventional PCR

6.1.2. Definition of confirmed case in apparently healthy animals

The presence of infection with Aphanomyces astaci is considered to be confirmed if the following criterion is met:

i) Positive result by real-time PCR and positive result by conventional PCR followed by amplicon sequencing

Clinically affected animals

Clinical signs are not pathognomonic for a single disease; however, they may narrow the range of possible diagnoses.

6.3.

6.2.1. Definition of suspect case in clinically affected animals
The presence of infection with Aphanomyces astaci shall be suspected if at least one of the following criteria is met:

i) Gross pathology or clinical signs associated with the disease as described in this chapter, with or without elevated
mortality

ii)  Visual observation of hyphae indicative of A. astaci in wet mounts

iii)  Observation of hyphae indicative of A. astaci in stained histological sections
iv)  Culture and isolation of the pathogen

v)  Positive result by real-time PCR

vi)  Positive result by conventional PCR

6.2.2. Definition of confirmed case in clinically affected animals
The presence of infection with Aphanomyces astaci is confirmed if the following criterion is met:

i) Positive result by real-time PCR and positive result by conventional PCR and amplicon sequencing

Diagnostic sensitivity and specificity for diagnostic tests

The diagnostic performance of tests recommended for surveillance or diagnosis of infection with Aphanomyces astaci are
provided in Tables 6.3.1. and 6.3.2 (rere-no data are currently available for either). This information can be used for the design
of surveys for infection with Aphanomyces astaci, however, it should be noted that diagnostic performance is specific to the
circumstances of each diagnostic accuracy study (including the test purpose, source population, tissue sample types and host
species) and diagnostic performance may vary under different conditions. Data are only presented where tests are validated to
at least level 2 of the validation pathway described in Chapter 1.1.2. and the information is available within published diagnostic
accuracy studies.

6.3.1. For presumptive diagnosis of clinically affected animals

Test type

Test Source Tissue or sample

. Species DSe (n) [DSp (n) | Reference test Citation
purpose populations types

DSe = diagnostic sensitivity, DSp = diagnostic specificity, n = number of samples used in the study.

6.3.2. For surveillance of apparently healthy animals
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Test Source Tissue or sample DSe

T .
esttype purpose populations types Species (n)

DSp (n) | Reference test Citation

DSe = diagnostic sensitivity, DSp = diagnostic specificity, n = number of samples used in the study.
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NB: There is a WOAH Reference Laboratory for infection with Aphanomyces astaci (crayfish plague)
(please consult the WOAH web site for the most up-to-date list:
https://www.woah.org/en/what-we-offer/expertise-network/reference-laboratories/#ui-id-3).
Please contact the WOAH Reference Laboratories for any further information on
infection with Aphanomyces astaci (crayfish plague)

NB: FIRST ADOPTED IN 1995; MOST RECENT UPDATES ADOPTED IN 2017.
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Anexo 36. item 11.1.3. — Capitulo 2.2.6. Infeccion por el nodavirus Macrobrachium rosenbergii (enfermedad de la
cola blanca)

CHAPTER 2.2.6.

INFECTION WITH
MACROBRACHIUM ROSENBERGII NODAVIRUS (WHITE TAIL
DISEASE)

1. Scope

Infection with Macrobrachium rosenbergii nodavirus means infection with the pathogenic agent Macrobrachium rosenbergii
nodavirus (MrNV) in the Family Nodaviridae. The disease is commonly known as white tail disease (WTD).

2. Disease information
2.1. Agent factors

2.1.1. Aetiological agent

Two viruses are associated with WTD, namely MrNV (primary) and extra small virus (XSV) (associate) (Qian et al., 2003;
Romestand & Bonami, 2003). MrNV is a necessary cause of WTD in prawns, however, the role of XSV in pathogenicity
remains unclear.

MrNV belongs in the family Nodaviridae (Bonami et al., 2005). While the physico-chemical properties of MrNV are
consistent with those of other members of the Nodaviridae, it differs structurally and genetically from other nodaviruses
within the two recognised genera, Alphanodavirus and Betanodavirus (Ho et al., 2017, 2018; Naveenkumar et al., 2013).
Consequently, a third genus, Gammanodavirus, has been proposed for nodaviruses that infect crustaceans, including
MrNV and Penaeus vannamei nodavirus (PvNV) (Naveenkumar et al., 2013).

XSV is the first sequenced satellite virus in aquatic animals and it is also the first record of a satellite-nodavirus association
(Bonami et al., 2005). XSV has been classified by the ICTV as Macrobrachium satellite virus 1 of the family Sarthroviridae.
2.1.2. Survival and stability in processed or stored samples

Both viral pathogens (MrNV and XSV) are stable in processed or stored samples stored at —20 or —80°C. Storing the
samples at —80°C is recommended for long-time storage and maintenance of pathogen virulence (Sahul Hameed &
Bonami, 2012). The infected samples should be processed at low temperature to maintain the stability of the viruses.
Viral inoculum prepared from infected prawn stored at —20°C caused 100% mortality in postlarvae (PL) of M. rosenbergii
by immersion challenge (Qian et al., 2003; Sahul Hameed et al., 2004a). Ravi & Sahul Hameed (2016) found that MrNV in
tissue suspensions was inactivated after exposure to 50°C for at least 5 min.

2.1.3. Survival and stability outside the host

Survival outside the host is not known.
2.2. Host factors

2.2.1. Susceptible host species

Species that fulfil the criteria for listing as susceptible to infection with MrNV according to Chapter 1.5. of the Aquatic
Animal Health Code (Aquatic Code) are: giant river prawn (Macrobrachium rosenbergii).
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2.2.2. Species with incomplete evidence for susceptibility

Species for which there is incomplete evidence to fulfil the criteria for listing as susceptible to infection with MrNV

according to Chapter 1.5. of the Aquatic Code are: white leg shrimp (Penaeus vannamei).

In addition, pathogen-specific positive polymerase chain reaction (PCR) results (but not active infection) have been

reported in the following species:

Family Scientific name Common name
Aeshnidae Aeshna sp. dragonfly
Artemiidae Artemia sp. brine shrimps

Belostomatidae Belostoma sp. giant water bug
Dytiscidae Cybister sp. beetle
Notonectidae Notonecta sp. backswimmer
Macrobrachium rude hairy river prawn
Palaemonidae
Macrobrachium malcolmsonii monsoon river prawn
Parastacidae Cherax quadricarinatus red claw crayfish
Penaeus japonicus kuruma prawn
Penaeidae Penaeus indicus Indian white prawn
Penaeus monodon giant tiger prawn

2.2.3.

2.2.4.

2.2.5.

2.2.6.

Likelihood of infection by species, host life stage, population or sub-populations

Experimental pathogenicity studies revealed that larvae, PL and early juveniles of M. rosenbergii are susceptible to
MrNV/XSV, whereas adults are resistant (Qian et al., 2003; Sahul Hameed et al., 2004a).

No mortality was observed either in naturally or experimentally (MrNV/XSV) infected subadult and adult prawns.
Experimental studies confirmed vertical transmission from infected broodstock to PL (Sudhakaran et al., 2007a).

Distribution of the pathogen in the host

MrNV and XSV have been demonstrated in gill tissue, head muscle, heart, abdominal muscle, ovaries, pleopods and tail
muscle, but not the hepatopancreas or eyestalk (Sahul Hameed et al., 2004a; Sri Widada et al., 2003).

Aquatic animal reservoirs of infection

One study has indicated the possibility that marine shrimp act as a reservoir for MrNV and XSV and that these viruses
maintain virulence in the shrimp tissue system (Sudhakaran et al., 2006).

Vectors

Aquatic insects such as giant water bug (Belostoma sp.), dragonfly (Aesohna sp.), beetle (Cybister sp.) and backswimmer
(Notonecta sp.) may act as mechanical carriers for MrNV/XSV and are a potential transmission risk to cultivated
Macrobrachium rosenbergii (Sudhakaran et al., 2008). It is recommended to remove these insects from freshwater prawn
culture systems, especially at larval-rearing centres. Sudhakaran et al. (2008) demonstrated RT-PCR positives from insects,
and infected C6/36 insect cell line with tissue homogenates from the insects. Viral replication was confirmed through EM
and RT-PCR, but transmission from insects to naive shrimp was not demonstrated.

Disease pattern

2.3.1.

Mortality, morbidity and prevalence

Larvae, PL and juveniles of M. rosenbergii are susceptible to infection with MrNV, which often causes high mortalities in
these life stages. Mortality may reach a maximum in about 5 or 6 days after the appearance of the first clinical signs. Very
few PL with infection with MrNV survive beyond 15 days in an outbreak, but PL that survive may grow to market size.
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Adults are resistant to infection with MrNV, but act as carriers (Qian et al., 2003; Sahul Hameed et al., 2004a). Prevalence
is variable from 10% to 100% in hatchery, nursery and grow-out systems (Arcier et al., 1999; Qian et al., 2003; Sahul
Hameed et al., 2004a; 2004b).

2.3.2. Clinical signs, including behavioural changes

Infected PL become opaque and develop a whitish appearance, particularly in the abdominal region. The whitish
discoloration appears first in the second or third abdominal segment and gradually diffuses both anteriorly and
posteriorly. In severe cases, degeneration of telson and uropods may occur. Floating exuviae (moults) in the tanks appear
abnormal and resemble ‘mica flakes’ (Arcier et al., 1999). The infected PL show progressive weakening of their feeding
and swimming ability (Sahul Hameed et al., 2004a).

2.3.3. Gross pathology

Infection with MrNV is indicated by the whitish coloration of abdominal muscle.

2.3.4. Modes of transmission and life cycle
Transmission is vertical by trans-ovum and horizontal by the waterborne route (Qian et al., 2003; Sahul Hameed et al.,
2004a; Sudhakaran et al., 2007a).

2.3.5. Environmental factors

Not available.

2.3.6. Geographical distribution

The disease was first reported in the French West Indies (Arcier et al., 1999), later in Asia-Pacific (Murwantoko et al.,
2016; Owens et al., 2009; Qian et al., 2003; Saedi et al., 2012; Sahul Hameed et al., 2004b; Wang et al., 2008; Yoganandhan
et al., 2006).

See WOAH-WAHIS (https://wahis.woah.org/#/home) for recent information on distribution at the country level.

2.4. Biosecurity and disease control strategies

Preventive measures, such as screening of broodstock and PL, and good management practices may help to prevent infection
with MrNV in culture systems. As the life cycle of M. rosenbergii is completed under controlled conditions, specific pathogen-
free (SPF) broodstock and PL can be produced (Romestand & Bonami, 2003; Sri Widada et al., 2003; Yoganandhan et al.,
2005).

2.4.1. Vaccination

Not available

2.4.2. Chemotherapy including blocking agents

No known chemotherapeutic agents reported to treat MrNV-infected prawn.

2.4.3. Immunostimulation

The immunomodulatory effect of recombinant capsid protein and recombinant RNA-dependent RNA polymerase (RdRp)
protein of MrNV has been studied and the protection of viral challenged post-larvae from MrNV infection has been
demonstrated (Farook et al., 2014; NaveenKumar et al., 2021).

2.4.4. Breeding resistant strains

None reported

2.4.5. Inactivation methods
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A viral suspension treated with heat at 65°C for 2 hours destroyed infectivity of MrNV and XSV in challenge experiments
(Qian et al., 2003). The viral inoculum exposed to UV irradiation for a period of 5 minutes and more was totally inactivated
and failed to cause mortality in PL of prawn (Ravi & Sahul Hameed, 2016).

2.4.6. Disinfection of eggs and larvae

Routine disinfection procedures followed for crustacean viral disease control are suggested.

2.4.7. General husbandry

MrNV is transmitted both horizontally and vertically in culture systems (Qian et al., 2003; Sahul Hameed et al., 2004a;
Sudhakaran et al., 2007a). Good husbandry practices, such as proper disinfection of tanks and water may help to prevent
infection. It is recommended to remove insects from freshwater prawn culture systems, especially at larval-rearing
centres. Specific pathogen-free (SPF) broodstock and PL can be obtained from disease free populations or by RT-PCR
screening and selection of negative broodstock (Romestand & Bonami, 2003; Sri Widada et al., 2003; Yoganandhan et al.,
2005).

3. Specimen selection, sample collection, transportation and handling
3.1. Selection of populations and individual specimens

PLs are most suitable for detection of MrNV. PL showing clinical signs of disease can be sampled preferentially. Adults and
juveniles can be sampled for MrNV however prevalence in these lifestages may be lower (see Section 2.3.1).

3.2. Selection of organs or tissues

The tissues most affected in moribund PLs/early juveniles are striated muscles of the abdomen, cephalothorax and tail. The
whole PL body is preferred for detection of MrNV (Sahul Hameed et al., 2004b; Sri Widada et al., 2003; Yoganandhan et al.,
2005). All organs of adult M. rosenbergii except eyestalks and the hepatopancreas, are best for screening the viruses by RT-
PCR.

3.3. Samples or tissues not suitable for pathogen detection
Eyestalks and the hepatopancreas of adult prawns are not suitable (Sri Widada et al., 2003; Sahul Hameed et al., 2004a).
3.4. Non-lethal sampling

Pleopods (swimming legs) are a convenient source of RNA for non-destructive screening of MrNV in adult prawn (Sahul
Hameed et al., 2004a).

If non-lethal tissue sample types differ from recommended tissues (see Section 3.2.), or from the tissue samples used in
validation studies, the effect on diagnostic performance should be considered.

3.5. Preservation of samples for submission

Infected larvae or PL with prominent signs of whitish muscle in the abdominal region are collected from disease outbreak
areas. Samples are washed in sterile saline, transferred to sterile tubes, and transported to the laboratory. For general
guidance on sample preservation methods for the intended test methods, see Chapter 2.2.0.
3.5.1. Samples for pathogen isolation
Moribund or frozen PL samples can be used for isolation of viral pathogens using cell lines (C6/36 mosquito cell line

(Sudhakaran et al., 2007b).

3.5.2. Preservation of samples for molecular detection
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Infected samples stored at —80°C or samples preserved in 80% (v/v) analytical/reagent-grade (undenatured) ethanol
should be used for RT-PCR for detection of MrNV (Sri Widada et al., 2003; Sahul Hameed et al., 2004b; Yoganandhan et
al., 2005).

Standard sample collection, preservation and processing methods for molecular techniques can be found in Section B.5.5.
of Chapter 2.2.0 General information (diseases of crustaceans).

3.5.3. Samples for histopathology, immunohistochemistry or in-situ hybridisation

Tissue samples for histopathology, immunohistochemistry or in-situ hybridisation should be fixed immediately after
collection in neutral-buffered formalin or modified Davidson’s fixative (Sri Widada et al., 2003). The recommended ratio
of fixative to tissue is 10:1. Standard sample collection, preservation and processing methods for histological techniques
can be found in Section 5.3. of Chapter 2.2.0 General information (diseases of crustaceans).

3.5.4. Samples for other tests

Not applicable

3.6. Pooling of samples

Pooling of samples from more than one individual animal for a given purpose should only be recommended where robust
supporting data on diagnostic sensitivity and diagnostic specificity have been evaluated and found to be suitable. The effect
of pooling on diagnostic sensitivity has not been thoroughly evaluated, therefore larger animals should be processed and
tested individually. Small life stages such as PL, can be pooled to obtain the minimum amount of material for virus isolation
or molecular detection.

4. Diagnostic methods

The methods currently available for identifying infection that can be used in i) surveillance of apparently healthy animals, ii)
presumptive diagnosis in clinically affected animals and iii) confirmatory diagnostic purposes are listed in Table 4.1. by life stage.

Ratings against purposes of use. For each recommended assay a qualitative rating against the purpose of use is provided. The ratings
are determined based on multiple performance and operational factors relevant to application of an assay for a defined purpose.
These factors include appropriate diagnostic performance characteristics, level of assay validation, successful application by
diagnostic laboratories, cost, timeliness, and sample throughput. For a specific purpose of use, assays are rated as:

+++ = Most suitable methods — desirable performance and operational characteristics;

++= Suitable method(s) acceptable performance and operational characteristics under most circumstances;
+= Less suitable methods — performance or operational characteristics may significantly limit application;
Shaded boxes = Not appropriate for this purpose.

Level of validation. The validation stage corresponds to the assay development and validation pathway in chapter 1.1.2. The
validation stage is specific to each purpose of use. Where available, information on the diagnostic performance of recommended
assays is provided in Section 6.3.

WOAH Reference Laboratories welcome feedback on diagnostic performance of recommended assays, in particular PCR methods.
Of particular interest are any factors affecting expected assay sensitivity (e.g. tissue components inhibiting amplification) or expected
specificity (e.g. failure to detect particular genotypes). These issues should be communicated to the WOAH Reference Laboratories
so that advice can be provided to diagnostic laboratories and the standards amended if necessary.
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Table 4.1. WOAH recommended diagnostic methods and their level of validation for surveillance of apparently healthy animals and investigation of clinically affected animals

D. Surveillance of apparently healthy animals E. Presumptive diagnosis of clinically affected F. Confirmatory diagnosis® of a suspect result from
animals surveillance or presumptive diagnosis
Method
Early life Juveniles? Adults Lv Early life Juveniles? Adults Lv Early life Juveniles? Adults Lv
stages? stages? stages?
Wet mounts
Histopathology 4 T+
Cell culture
Real-time RT-PCR +++ +++ +++ 1 +++ +++ +++ 1 +++ +++ +++ 1
Conventional RT-PCR ++ ++ ++ 1 +++ +++ +4++ 2
Conventional RT-PCR followed by T+ 4+ 4+ 2
amplicon sequencing
In-situ hybridisation ++ ++ 1 ++ ++ 1
Bioassay
LAMP ++ ++ ++ 1 ++ ++ ++ 1
Ab-ELISA
Ag-ELISA ++ ++ ++ 1
Lateral flow assay ++ ++ ++ 2
Other methods?

LV = level of validation, refers to the stage of validation in the WOAH Pathway (chapter 1.1.2); NA = not available; PCR = polymerase chain reaction; LAMP = loop-mediated isothermal amplification;
Ab- or Ag-ELISA = antibody or antigen enzyme-linked immunosorbent assay, respectively; IFAT = indirect fluorescent antibody test.

!For confirmatory diagnoses, methods need to be carried out in combination (see Section 6). 2Susceptibility of early and juvenile life stages is described in Section 2.2.3.

3Specify the test used. Shading indicates the test is inappropriate or should not be used for this purpose.
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4.1. Wet mounts
None to date

4.2. Histopathology and cytopathology
The most affected tissue in infected PL is striated muscle of the cephalothorax, abdomen and tail. Histological features include
the presence of acute Zenker’s necrosis of striated muscles, characterised by severe hyaline degeneration, necrosis and
muscular lysis. Moderate oedema and abnormal open spaces among the affected muscle cells are also observed, as is the

presence of large oval or irregular basophilic cytoplasmic inclusion bodies in infected muscles (Arcier et al., 1999; Hsieh et al.,
2006).

4.3. Cell culture for isolation

MrNV has been isolated in insect cell lines, but is not a recommended method (Sudhakaran et al., 2007b) (Hernandez-Herrera
et al., 2007).

4.4. Nucleic acid amplification

PCR methods for MrNV and XSV are included in this section for completeness. However, the case definitions in Section 6 are
based on detection methods for MrNV only.

PCR assays should always be run with the controls specified in Section 5.5. Use of molecular techniques for confirmatory
testing and diagnosis of Chapter 2.2.0 General information (diseases of crustaceans). Each sample should be tested in
duplicate.

Extraction of nucleic acids

Different kits and procedures can be used for nucleic acid extraction. The quality and concentration of the extracted nucleic

acid is important and can be checked using a suitable method as appropriate to the circumstances.

4.4.1. Real-time RT-PCR

Real-time RT-PCR assay can be performed using the SYBR Green dye based on the method described by Hernandez-
Herrera et al. (2007) or the TagMan assay described by Zhang et al. (2006).

40 cycles of:
Fwd: AGG-ATC-CAC-TAA-GAA-CGT-GG 500 nM . )
MriVv/RNAL Rev: CAC-GGT-CAC-AAT-CCT-TGC-G 500 nM 9°c/ 1575;::&;31%1 > see and

Fwd: CAA-CTC-GGT-ATG-GAA-CTC-AAG-GT 1000 nM
MrNv/RNAL Rev: AGG-AAA-TAC-ACG-AGC-AAG-AAA-AGT-C 1000 nM 50 cycles of:
Probe: FAM-ACC-CTT-CGA-CCC-CAG-CAA-TGG-TG- 400 nM 94°C/30 sec and 58°C/30 sec
TAMARA

Fwd: AGC-CAC-ACT-CTC-GCA-TCT-GA 1888 :m 50 cycles of:
XSV Rev: CTC-CAG-CAA-AGT-GCG-ATA-CG 400 nM 94°C/30 sec and 58°C/30 sec

Probe: FAM-CAT-GCC-CCA-TGA-TCC-TCG-CA-TAMARA
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4.4.2. Conventional RT-PCR

The protocol for the conventional RT-PCR for detection of MrNV/XSV developed by Sri Widada et al. (2003), Sahul Hameed
et al. (2004a; 2004b) and Sudhakaran et al. (2007a) is recommended. MrNV and XSV can be detected by conventional RT-
PCR separately using a specific set of primers or these two viruses can be detected simultaneously using a single-tube
one-step multiplex RT-PCR (Yoganandhan et al., 2005). Conventional Real-time RT-PCR is recommended in situations
where high sensitivity is required.

30 cycles of:
Fwd: GCG-TTA-TAG-ATG-GCA-CAA-GG 0.02 nM . >
Mriv Rev: AGC-TGT-GAA-ACT-TCC-ACT-GG 0.02nM 94°C/40 sec, 55°C/40sec and
68°C/60 sec
Fwd: CGC-GGA-TCC-GAT-GAA-TAA-GCG-CAT-TAA-TAA 0.02 nM 30 cycles of:
XSV Rev: CCG-GAA-TTC-CGT-TAC-TGT-TCG-GAG-TCC-CAA 0.02 1M 94°C/40 sé;i'cs;zocs/ :co secand

Internal primers: 30 cycles of:

MrNv Fwd: GAT-GAC-CCC-AAC-GTT-ATC-CT 0.02 nM 94°C/60 sec, 55°C/60 sec and
Rev: GTG-TAG-TCA-CTT-GCA-AGA-GG 0.02 nM 72°C/60 sec
Internal primers: 30 cycles of:

XSV Fwd: ACA-TTG-GCG-GTT-GGG-TCA-TA 0.02 nM 94°C/60 sec, 55°C/60 sec and
Rev: GTG-CCT-GTT-GCT-GAA-ATA-CC-3 0.02 nM 72°C/60 sec

30 cycles of:
Fwd: GAT-ACA-GAT-CCA-CTA-GAT-GAC-C 0.02 nM . ©
Mriv Rev: GAC-GAT-AGC-TCT-GAT-AAT-CC 0.02 nM 94°C/40 sec, 55°C/40 sec and
68°C/60 sec
Fwd: GGA-GAA-CCA-TGA-GAT-CAC-G 0.02 M 30 cycles of:
XSV Rev: CTG-CTC-ATT-ACT-GTT-CGG-AGT-C 0.02 M 94°C/40 sec, 55°C/40 sec and
68°C/60 sec

4.4.3. Other nucleic acid amplification methods: Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

Haridas et al. (2010) have applied loop-mediated isothermal amplification (LAMP) for rapid detection of MrNV and XSV
in the freshwater prawn. A set of four primers, two outer primers and two inner primers, have been designed separately

for detection of MrNV and XSV.

4.5. Amplicon sequencing

The size of the PCR amplicon should be verified, for example by agarose gel electrophoresis. Both DNA strands of the PCR

product must be sequenced and analysed in comparison with reference sequences.

4.6. In-situ hybridisation

The presence of MrNV in infected cells can be demonstrated in histological sections using a DIG-labelled DNA in-situ

hybridisation probe specific for MrNV (Sri Widada et al., 2003).
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4.7. Immunohistochemistry

None developed.
4.8. Bioassay
Not used for diagnostic purposes.
4.9. Antibody- or antigen-based detection methods

4.9.1. ELISA
Antibody-based diagnostic methods for MrNV include the ELISA described by Romestand & Bonami (2003) or the triple-
antibody sandwich (TAS) ELISA based on a monoclonal antibody (Qian et al., 2006).
4.9.2. Lateral flow assay (LFA)
An antibody-based lateral flow assay (LFA) has been developed for the early detection of MrNV in the PL stage (Jamalpure
etal., 2021).
4.10. Other methods
None
5. Test(s) recommended for surveillance to demonstrate freedom in apparently healthy populations

Real-time RT-PCR is recommended for targeted surveillance to declare freedom from infection with MrNV.

6. Corroborative diagnostic criteria

This section only addresses the diagnostic test results for detection of infection in the absence (Section 6.1.) or in the presence of
clinical signs (Section 6.2.) but does not evaluate whether the infectious agent is the cause of the clinical event.

The case definitions for suspect and confirmed cases have been developed to support decision-making related to trade and
confirmation of disease status at the country, zone or compartment level. Case definitions for disease confirmation in endemically
affected areas may be less stringent. If a Competent Authority does not have the capability to undertake the necessary diagnostic
tests it should seek advice from the appropriate WOAH Reference Laboratory, and if necessary, refer samples to that laboratory for
confirmatory testing of samples from the index case in a country, zone or compartment considered free.

6.1. Apparently healthy animals or animals of unknown health status!

Apparently healthy populations may fall under suspicion, and therefore be sampled, if there is an epidemiological link(s) to
an infected population. Hydrographical proximity to, or movement of animals or animal products or equipment, etc., from a
known infected population equate to an epidemiological link. Alternatively, healthy populations are sampled in surveys to
demonstrate disease freedom.
6.1.1. Definition of suspect case in apparently healthy animals
The presence of infection with MrNV shall be suspected if at least one of the following criteria is met:
i) Positive result by real-time RT-PCR

ii) Positive result by conventional RT-PCR

iii)  Positive result by LAMP

For example transboundary commodities.
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6.1.2. Definition of confirmed case in apparently healthy animals

The presence of infection with MrNV is considered to be confirmed if the following criterion is met:

i)

Positive result by real-time RT-PCR result and positive conventional RT-PCR and sequence analysis

6.2  Clinically affected animals

6.2.1. Definition of suspect case in clinically affected animals

The presence of infection with MrNV shall be suspected if at least one of the following criteria is met:

i)
ii)
iii)
iv)
v)
vi)
vii)

viii)

Clinical signs consistent with infection by MrNV
Histopathology consistent with infection by MrNV
Positive result by real-time RT-PCR

Positive conventional RT-PCR

Positive result by in situ hybridisation

Positive result by LAMP

Positive result by Ag ELISA

Positive result by lateral flow assay

6.2.2. Definition of confirmed case in clinically affected animals

The presence of infection with MrNV is considered to be confirmed if the following criterion is met:

i)
i)
i)

Positive result for real time RT-PCR and positive result by conventional RT-PCR with sequence analysis
Positive result by ISH followed by positive result by conventional RT-PCR with sequence analysis

Positive result by ISH followed by positive result by real-time RT-PCR

6.3. Diagnostic sensitivity and specificity for diagnostic tests

The diagnostic performance of tests recommended for surveillance or diagnosis of infection with MrNV are provided in Tables
6.3.1. and 6.3.2 (no data are currently available). This information can be used for the design of surveys for infection with
MrNV, however, it should be noted that diagnostic performance is specific to the circumstances of each diagnostic accuracy
study (including the test purpose, source population, tissue sample types and host species) and diagnostic performance may
vary under different conditions. Data are only presented where tests are validated to at least level 2 of the validation pathway

described in Chapter 1.1.2. and the information is available within published diagnostic accuracy studies.

6.3.1. For presumptive diagnosis of clinically affected animals

Test Source Tissue or Reference
Test purpose A sample Species DSe (n) | DSp (n) Citation
type populations test
types
Clinically Sri Widada et al.
. Western
. . affected PL Whole Macrobrachium 100 100 (2003); Sahul
RT-PCR Diagnosis . blot or
from hatchery | post-larvae rosenbergii (n=20) (n=20) Hameed et al.
ELISA
and nursery (2011)
Lateral
flow Surveillance PL from prawn Whole Macrobrachium 100 90 RT-PCR Jamalpure et al.
immun hatcheries post-larvae rosenbergii (n=80) (n=80) (2021)
oassay

DSe = diagnostic sensitivity, DSp = diagnostic specificity, n = number of samples used in the study,
RT-PCR: = reverse transcription polymerase chain reaction.

6.3.2. For surveillance of apparently healthy animals

Informe de la reunion de la Comisién de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos / Febrero de 2023

308



Test Source Tissue or . DSe DSp
Test purpose sample Species n) (n)

tvoe opulations Reference test Citation
yp pop types

DSe = diagnostic sensitivity, DSp = diagnostic specificity, n = number of samples used in the study,
RT-PCR: = reverse transcription polymerase chain reaction.
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NB: There is a WOAH Reference Laboratory for infection with Macrobrachium rosenbergii nodavirus (white tail disease) (please
consult the WOAH web site:
https://www.woah.org/en/what-we-offer/expertise-network/reference-laboratories/#ui-id-3) any further information on infection
with Macrobrachium rosenbergii nodavirus (white tail disease)

NB: FIRST ADOPTED IN 2009. MOST RECENT UPDATES ADOPTED IN 2017.

Informe de la reunion de la Comisién de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos / Febrero de 2023 311


https://www.woah.org/en/what-we-offer/expertise-network/reference-laboratories/#ui-id-3

Anexo 37. item 11.1.4. — Capitulo 2.2.9. Infeccion por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1

CHAPTER 2.2.9

INFECTION WITH
YELLOW HEAD VIRUS GENOTYPE 1

1. Scope

Infection with yellow head virus genotype 1 means infection with the pathogenic agent yellow head virus genotype 1 (YHV1) of the
Genus Okavirus and Family Roniviridae.

2. Disease information
2.1. Agent factors

2.1.1. Aetiological agent

Yellow head virus genotype 1 (YHV1; species Yellow head virus) is one of eight known genotypes in the yellow head
complex of viruses and is the only known genotype that causes yellow head disease. YHV1 forms enveloped, rod-shaped
particles 40-50 nm x 150-180 nm (Chantanachookin et al., 1993; Wongteerasupaya et al., 1995). Envelopes are studded
with prominent peplomers projecting approximately 11 nm from the surface. Nucleocapsids appear as rods (diameter
20-30 nm) and possess a helical symmetry with a periodicity of 5-7 nm. Virions comprise three structural proteins
(nucleoprotein p20 and envelope glycoproteins gp64 and gpl16) and a ~26 kb positive-sense single-stranded RNA
genome. The nucleotide sequence of the ORF1b region of the viral genome has been used to determine the phylogenetic
relationships of YHV1 and other yellow head virus genotypes (Dong et al., 2017; Mohr et al., 2015; Wijegoonawardane et
al., 2008a).

YHV1, yellow head virus genotype 2 (YHV2; species Gill-associated virus) and yellow head virus genotype 8 (YHV8; species
Okavirus 1) have been formally classified by the International Committee on Taxonomy of Viruses (Walker et al., 2021).
Four other genotypes in the complex (YHV3—-YHV6) occur commonly in healthy Penaeus monodon in East Africa, Asia and
Australia and are rarely or never associated with disease (Walker et al., 2001; Wijegoonawardane et al., 2008a). Of the
remaining two yellow head virus genotypes, YHV7 was detected in diseased P. monodon in Australia (Mohr et al., 2015)
and YHV8 was detected in P. chinensis suspected of suffering from acute hepatopancreatic necrosis disease (Liu et al.,
2014). There is evidence of genetic recombination between genotypes (Wijegoonawardane et al., 2009).

2.1.2. Survival and stability in processed or stored samples

YHV1, identified by either transmission electron microscopy (TEM) (Nunan et al., 1998), or molecular methods (Durand
et al., 2000; McColl et al., 2004), has been detected in frozen commodity prawns with infectivity demonstrated by
bioassay.

2.1.3. Survival and stability outside the host

YHV1 remains viable in aerated seawater for up to 72 hours (Flegel et al., 1995b).
For inactivation methods, see Section 2.4.5.
2.2. Host factors

2.2.1. Susceptible host species
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Species that fulfil the criteria for listing as susceptible to infection with YHV1 according to Chapter 1.5 of the Aquatic
Animal Health Code (Aquatic Code) are: blue shrimp (Penaeus stylirostris), dagger blade grass shrimp (Palaemonetes
pugio), giant tiger prawn (Penaeus monodon), jinga shrimp (Metapenaeus affinis) and whiteleg shrimp (Penaeus
vannamei).

2.2.2. Species with incomplete evidence for susceptibility

Species for which there is incomplete evidence to fulfil the criteria for listing as susceptible to infection with YHV1
according to Chapter 1.5 of the Aquatic Code are: banana prawn (Penaeus merguiensis), carpenter prawn (Palaemon
serrifer), kuruma prawn (Penaeus japonicus), northern brown shrimp (Penaeus aztecus), northern pink shrimp (Penaeus
duorarum), northern white shrimp (Penaeus setiferus), Pacific blue prawn (Palaemon styliferus), red claw crayfish (Cherax
quadricarinatus), Sunda river prawn (Macrobrachium sintangense) and yellow shrimp (Metapenaeus brevicornis).

In addition, pathogen-specific positive polymerase chain reaction (PCR) results have been reported in the following
species, but an active infection has not been demonstrated: acorn barnacle (Chelonibia patula), blue crab (Callinectes
sapidus), cyclopoid copepod (Ergasilus manicatus), gooseneck barnacle (Octolasmis muelleri), Gulf killifish (Fundulus
grandis) and paste shrimp (Acetes sp.).

2.2.3. Likelihood of infection by species, host life stage, population or sub-populations

Penaeus monodon are susceptible to YHV1 infection beyond PL15 (Khongpradit et al., 1995). Lightner et al. (1998) YHV1
challenge caused disease in juveniles of Penaeus aztecus, P. duorarum, P. setiferus, and P. vannamei but postlarvae
appeared resistant (Lightner et al. 1998). YHV1 infections are usually detected only when disease is evident, however
infections have been detected in healthy wild populations of P. stylirostris (Castro-Longoria et al., 2008). Natural YHV1
infections have been detected in P. japonicus, P. merguiensis, P. setiferus, M. ensis, and P. styliferus (Cowley et al., 2002;
Flegel et al., 1995a; 1995b).

2.2.4. Distribution of the pathogen in the host

YHV1 targets tissues of ectodermal and mesodermal origin including lymphoid organ, haemocytes, haematopoietic tissue,
gill lamellae and spongy connective tissue of the subcutis, gut, antennal gland, gonads, nerve tracts and ganglia
(Chantanachookin et al., 1993; Lightner, 1996).

2.2.5. Aquatic animal reservoirs of infection

YHV1 was detected by reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) in clinically normal wild P. stylirostris
collected for surveillance purposes in the Gulf of California in 2003 (Castro-Longoria et al., 2008). The infectious nature
of the YHV1 detected was confirmed by experimental infections. There is also evidence that YHV1 can persist in survivors
of experimental infection (Longyant et al., 2005; 2006).

2.2.6. Vectors

There are no known vectors of YHV1.

2.3. Disease pattern

2.3.1. Mortality, morbidity and prevalence

In farmed P. monodon, YHV disease can cause up to 100% mortality within 3—5 days of the first appearance of clinical
signs (Chantanachookin et al., 1993). Mortalities can be induced by experimental exposure of P. monodon to YHV1 (Oanh
etal., 2011).

2.3.2. Clinical signs, including behavioural changes

Shrimp from late postlarvae (PL) stages onwards can be infected experimentally with YHV1. In cultured shrimp, infection
can result in mass mortality occurring, usually in early to late juvenile stages. Moribund shrimp may exhibit a bleached
overall appearance and a yellowish discoloration of the cephalothorax. However, these disease features are not
particularly distinctive, and gross signs are not reliable even for preliminary diagnosis of YHV1.
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Exceptionally high feeding activity followed by an abrupt cessation of feeding may occur within 2-4 days of the
appearance of gross clinical signs of disease and mortality. Moribund shrimp may congregate at pond edges near the
surface (Chantanachookin et al., 1993).

2.3.3 Gross pathology

The vyellow hepatopancreas of diseased shrimp may be exceptionally soft when compared with the brown
hepatopancreas of a healthy shrimp (Chantanachookin et al., 1993).

2.3.4. Modes of transmission and life cycle

YHV1 can be transmitted horizontally by ingestion of infected tissue, immersion in membrane-filtered tissue extracts, or
by cohabitation with infected shrimp (Walker & Sittidilokratna, 2008). YHV1 replicates in the cytoplasm of infected cells
in which long filamentous pre-nucleocapsids are abundant and virions bud into cytoplasmic vesicles in densely packed
paracrystalline arrays for egress at the cytoplasmic membrane (Chantanachookin et al., 1993).

2.3.5. Environmental factors

Elevated virus infection levels accompanied by disease can be precipitated by physiological stress induced by sudden
changes in pH or dissolved oxygen levels, or other environmental factors (Flegel et al., 1997).

2.3.6. Geographical distribution

YHV1 has been reported in South-East Asia (Walker et al., 2001). YHV1 has also been detected in P. stylirostris and P.
vannamei in the Americas (Castro-Longoria et al., 2008; Sanchez-Barajas et al., 2009).

See WAHIS (https://wahis.woah.org/#/home) for recent information on distribution at the country level.

2.4. Biosecurity and disease control strategies

2.4.1. Vaccination

None available.

2.4.2. Chemotherapy including blocking agents

No effective commercial anti-viral product is yet available.

2.4.3. Immunostimulation

A multi-target dsRNA for simultaneous inhibition of YHV1 and white spot syndrome virus demonstrated inhibition of the
two viruses when administered to shrimp by injection (Chaimongkon et al., 2020)

2.4.4. Breeding resistant strains

Not reported.

2.4.5. Inactivation methods

YHV1 can be inactivated by heating at 60°C for 15 minutes (Flegel et al., 1995b). Little information is available on other
inactivation methods but the virus appears to be susceptible to treatment with chlorine at 30 parts per million (0.03 mg
ml?) (Flegel et al., 1997).

2.4.6. Disinfection of eggs and larvae

Not reported.

2.4.7. General husbandry

The focus is to exclude YHV1 from entering production systems; for example, by using specific pathogen-free (SPF) stock,
batch testing stock and biosecurity measures to reduce entry into culture systems.
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3. Specimen selection, sample collection, transportation and handling

This section draws on information in Sections 2.2, 2.3 and 2.4 to identify populations, individuals and samples that are most likely to
be infected.

3.1. Selection of populations and individual specimens

For diagnosis during a disease outbreak, moribund shrimp collected from pond edges are the preferred source of material for
examination. Apparently healthy shrimp should also be collected from the same ponds. For surveillance in populations of
apparently healthy shrimp, life stages from PL stage 15 onwards can provide tissue sources useful for testing.

3.2. Selection of organs or tissues

In moribund shrimp suspected to be infected with YHV1, pleopods, gill and lymphoid organ are the most suitable sample tissues.
For screening or surveillance of juvenile or adult shrimp that appear grossly normal, pleopods or gills are preferred.

3.3.  Samples or tissues not suitable for pathogen detection
Not determined.

3.4. Non-lethal sampling

Haemolymph can be used for non-lethal sampling.

If non-lethal tissue sample types differ from recommended tissues (see Section 3.2.), or from the tissue samples used in validation
studies, the effect on diagnostic performance should be considered.

3.5. Preservation of samples for submission

For guidance on sample preservation methods for the intended test methods, see Chapter 2.2.0 General information (diseases
of crustaceans).
3.5.1. Samples for bioassay

The success of bioassay depends strongly on the quality of samples (time since collection and time in storage). Fresh
specimens should be kept on ice and preferably sent to the laboratory within 24 hours of collection. To avoid degradation
of samples, use alternative storage methods only after consultation with the receiving laboratory.

3.5.2. Preservation of samples for molecular detection

Tissue samples for PCR testing should be preserved in 70-90% (v/v) analytical/reagent-grade (absolute) ethanol. The
recommended ratio of ethanol to tissue is 10:1 based on studies in terrestrial animal and human health. The use of lower
grade (laboratory or industrial grade) ethanol is not recommended. If material cannot be fixed it can be frozen at —20°C
or below for 1 month or less; for long-term storage. —80°C is recommended.

Standard sample collection, preservation and processing methods for molecular techniques can be found in Section B.5.5.
of Chapter 2.2.0 General information (diseases of crustaceans).

3.5.3. Samples for histopathology, immunohistochemistry or in-situ hybridisation

Standard sample collection, preservation and processing methods for histological techniques can be found in Section
B.2.2 of Chapter 2.2.0 General information (diseases of crustaceans).

3.5.4. Samples for other tests

Not applicable.
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3.6. Pooling of samples

Pooling of samples from more than one individual animal for a given purpose should only be recommended where robust
supporting data on diagnostic sensitivity and diagnostic specificity have been evaluated and found to be suitable. The effect of
pooling on diagnostic sensitivity has not been thoroughly evaluated, however, larger specimens should be processed and tested
individually. Small life stages can be pooled to obtain the minimum amount of material for molecular detection.

4. Diagnostic methods

The methods currently available for pathogen detection that can be used in i) surveillance of apparently healthy animals, ii)
presumptive diagnosis in clinically affected animals and iii) confirmatory diagnostic purposes are listed in Table 4.1. by animal life
stage.

Ratings for purposes of use. For each recommended assay a qualitative rating for the purpose of use is provided. The ratings are
determined based on multiple performance and operational factors relevant to application of an assay for a defined purpose. These
factors include appropriate diagnostic performance characteristics, level of assay validation, availability cost, timeliness, and sample
throughput and operability. For a specific purpose of use, assays are rated as:

+++ = Methods are most suitable with desirable performance and operational characteristics.

++= Methods are suitable with acceptable performance and operational characteristics under most
circumstances.

+= Methods are suitable, but performance or operational characteristics may limit application under some
circumstances.

Shaded boxes = Not appropriate for this purpose.

Validation stage. The validation stage corresponds to the assay development and validation pathway in chapter 1.1.2. The validation
stage is specific to each purpose of use. Where available, information on the diagnostic performance of recommended assays is
provided in Section 6.3.

WOAH Reference Laboratories welcome feedback on diagnostic performance of recommended assays, in particular PCR methods.
Of particular interest are any factors affecting expected assay sensitivity (e.g. tissue components inhibiting amplification) or expected
specificity (e.g. failure to detect particular genotypes, detection of homologous sequences within the host genome). These issues
should be communicated to the WOAH Reference Laboratories so that advice can be provided to diagnostic laboratories and the
standards amended if necessary.
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Table 4.1. WOAH recommended diagnostic methods and their level of validation for surveillance of apparently healthy animals and investigation of clinically affected animals

A.

Surveillance of apparently

B.  Presumptive diagnosis of C. Confirmatory diagnosis® of a suspect result from
healthy animals clinically affected animals surveillance or presumptive diagnosis
Method
Early ||f2e Juveniles? Adults Lv Early ||f2e Juveniles? Adults Lv Early |If28 Juveniles? Adults Lv
stages stages stages
Wet mounts
Histopathology ++ ++ 1
Cell culture
Real-time RT-PCR
Conventional RT-PCR ++ ++ ++ 1 ++ ++ ++ 1
Conventional PCR followed by
X R ++ +++ +++ 1
amplicon sequencing
In-situ hybridisation ++ ++ 1
Bioassay + + + 1
LAMP
Ab-ELISA
Ag-ELISA

Other antigen detection
methods?

Other methods?

LV = level of validation, refers to the stage of validation in the WOAH Pathway (chapter 1.1.2); PCR = polymerase chain reaction; LAMP = loop-mediated isothermal amplification;

Ab- or Ag-ELISA = antibody or antigen enzyme-linked immunosorbent assay, respectively; IFAT = indirect fluorescent antibody test.
!For confirmatory diagnoses, methods need to be carried out in combination (see Section 6). 2Susceptibility of early and juvenile life stages is described in Section 2.2.3.
3Specify the test used. Shading indicates the test is inappropriate or should not be used for this purpose.
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4.1. Wet mounts

Not applicable.
4.2. Histopathology and cytopathology

Fix the cephalothorax tissues of moribund shrimp suspected to be affected by YHV1 in Davidson’s fixative, prepare tissue sections
and stain with Meyer’s haematoxylin and eosin (H&E) using standard histological procedures (Lightner, 1996). Examine tissues of
ectodermal and mesodermal origin by light microscopy for the presence of moderate to large numbers of deeply basophilic,
evenly stained, spherical, cytoplasmic inclusions approximately 2 um in diameter or smaller (Chantanachookin et al., 1993).
Tissues of the lymphoid organ, stomach subcuticulum and gills are particularly informative.

Lymphoid organ spheroids are commonly observed in healthy P. monodon chronically infected with YHV1 or GAV and lymphoid
organ necrosis often accompanies disease (Spann et al., 1997). However, spheroid formation and structural degeneration of
lymphoid organ tissue also result from infection by other shrimp viruses (Lightner, 1996).

4.3. Cell culture for isolation

Although primary shrimp cell culture methods are available, they are not recommended to isolate and identify YHV1 as a routine
diagnostic method. No continuous cell lines suitable for YHV1 culture are available.

4.4. Nucleic acid amplification

PCR assays should always be run with the controls specified in Section 5.5 Use of molecular and antibody-based techniques for
confirmatory testing and diagnosis of Chapter 2.2.0 General information (diseases of crustaceans). Each sample should be tested
in duplicate.

Extraction of nucleic acids

Different kits and procedures can be used for nucleic acid extraction. The quality and concentration of the extracted nucleic acid
is important and can be checked using a suitable method as appropriate to the circumstances.

4.4.1. Real-time PCR

Not available.

4.4.2. Conventional RT-PCR

Three RT-PCR protocols are described. For all conventional RT-PCR protocols, assignment to YHV genotype 1 can be
achieved by nucleotide sequence analysis of the RT-PCR amplicon. Reference sequences for YHV1 include:

Protocol 1 is a 1-step RT-PCR that can be used to detect YHV1 in affected shrimp. The protocol is as described by Mohr et
al. (2015) and adapted from Wongteerasupaya et al. (1997). This protocol will detect YHV1 but not GAV or any of the
other genotypes currently recognised.

Protocol 2 is a more sensitive multiplex nested RT-PCR that can be used to differentiate YHV1 from GAV. The protocol is
as described by Mohr et al. (2015) and adapted from Cowley et al. (2004). The first stage of the multiplex nested RT-PCR
(primary RT-PCR) was designed to detect YHV1 and GAV but has been reported to also detect YHV7 (Mohr et al., 2015).
Both the primary RT-PCR and the nested PCR detected the novel YHV genotype from China (People’s Rep. of) (Liu et al.,
2014). In the second PCR step, a 277 bp product indicates detection of YHV and a 406 bp product indicates detection of
GAV. The presence of both 406 bp and 277 bp products indicates a dual infection with GAV and YHV1. The nested PCR
can be run as two separate assays specific for YHV1 or GAV by omitting either the G6 or Y3 primer, respectively. NOTE:
Due to reported problems with primer specificity for some emerging strains, all PCR products generated using protocol 2
should be sequenced to confirm the virus genotype.

Protocol 3 is a multiplex nested RT-PCR protocol that can be used for screening shrimp for any of the seven genotypes of
the yellow head complex of viruses. The protocol is as described by Mohr et al. (2015) and adapted from
Wijegoonawardane et al. (2008b). Two primers were designed to each site, one accommodating sequence variations
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amongst YHV1 isolates and the other variations amongst isolates of the other genotypes (Wijegoonawardane et al.,
2008b). It is not known whether this assay will detect the YHV genotype recently detected in China (People’s Rep. of) (Liu

etal., 2014).
Primer sequences
Pathogen / . ) o . .
T e Primer (5'-3’) Concentration Cycling parameters
Protocol 1 (Wongteerasupaya et al., 1997; GenBank Accession No.: ??; amplicon size: 135 bp)
VHV1/ORFLb | 10F: CCG-CTA-ATT-TCA-AAA-ACT-ACG 180 nM gg,zyfc('ﬁsgsget %goéigiics
144R: AAG-GTG-TTA-TGT-CGA-GGA-AGT 180 nM sec’
Protocol 2 (Cowley et al., 2004; GenBank Accession No.: ??)
Primary (Amplicon size: 794 bp)
GY1L: 5GAC-ATC-ACT-CCA-GAC-AAC-ATC-TG 180 nM
GY4: GTG-AAG-TCC-ATG-TGT-GTG-AGA-CG 180 nM
YHV1 and Nested for detection of YHV1 (Amplicon size: 277 bp) 35 cycles of 95°C for 30 sec,
GAV / ORF1b GY2: CAT-CTG-TCC-AGA-AGG-CGT-CTA-TGA 360 nM 66°C for 30 sec, and 68 C for 45
Y3: ACG-CTC-TGT-GAC-AAG-CAT-GAA-GTT 360 nM sec
Nested for detection of GAV (Amplicon size: 406 bp) 360 nM
GY2: CAT-CTG-TCC-AGA-AGG-CGT-CTA-TGA 360 nM
G6: GTA-GTA-GAG-ACG-AGT-GAC-ACC-TAT
Protocol 3 (Wijegoonawardane et al., 2008b; GenBank Accession No.: ??)
Primary (amplicon size: 359 bp)
YC-Flab pool:
ATC-GTC-GTC-AGC-TAC-CGC-AAT-ACT-GC 128 :m
ATC-GTC-GTC-AGY-TAY-CGT-AAC-ACC-GC
35 cycles of 94°C for 45 sec,
YC-R1ab pool: 60°C for 45 sec, 68°C for 45
TCT-TCR-CGT-GTG-AAC-ACY-TTC-TTR-GC 180 nM sec,
TCT-GCG-TGG-GTG-AAC-ACC-TTC-TTG-GC
180 nM
YHV1 to YHV7 Nested (amplicon size: 147 bp)
/ ORF1b
YC-F2ab pool: 180 M
CGC-TTC-CAA-TGT-ATC-TGY-ATG-CAC-CA 180 nM
CGC-TTY-CAR-TGT-ATC-TGC-ATG-CAC-CA 35 cycles of 94°C for 45 sec,
60°C for 45 sec, 72°C for 45
YC-R2ab pool: sec;
RTC-DGT-GTA-CAT-GTT-TGA-GAG-TTT-GTT 180 nM
GTC-AGT-GTA-CAT-ATT-GGA-GAG-TTT-RTT 180 nM
Mixed base codes: R(AG), Y(CT), M(AC), K(GT), S(GC), W(AT),
H(ACT), B(GCT), V(AGC), D(AGT), N(AGCT).

The primer contains a mismatch for GAV but is specific for YHV1. The mismatch can cause false-positives with GAV in the
nested PCR of protocol 2 where GAV generates an amplicon of very similar size to the expected size of the YHV1 amplicon.
For GAV, the 7th base from left (T) is substituted for C so that the primer sequence for GAV should be 5’-CAT-CTG-CCC-
AGA-AGG-CGT-CTA-TGA-3’, according to the sequence data of the GAV genome (database accession numbers:
NC_010306.1 and AF227196.2).

The following controls should be run with each assay: negative extraction control; positive control; no template control;
internal PCR control.

Informe de la reunion de la Comisién de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos / Febrero de 2023

319



4.4.3. Other nucleic acid amplification methods

Not available.
4.5.  Amplicon sequencing

The size of the PCR amplicon should be verified, for example by agarose gel electrophoresis. Both DNA strands of the PCR product
must be sequenced and analysed in comparison with reference sequences.

4.6. In-situ hybridisation

The protocol of Tang et al. (2002) is suitable for detecting YHV1 or GAV (Tang & Lightner, 1999). To preserve viral RNA accessibility,
fix tissues sampled from live shrimp in neutral-buffered, modified Davidson’s fixative without acetic acid (RF-fixative) (Hasson et
al., 1997). To achieve good tissue preservation whilst also preserving RNA accessibility, normal Davidson'’s fixative can be used as
long as the fixation time is limited to 24 hours (maximum of 48 hours). Detailed methods can be found in Tang et al. (2002) YHV-
infected cells give a blue to purple-black colour against the brown counter stain. Positive controls of YHV-infected tissue and
negative controls of uninfected shrimp tissue should be included. The digoxigenin-labelled DNA probe can be prepared by PCR
labelling using the following primers:

YHV1051F: 5’-ACA-TCT-GTC-CAG-AAG-GCG-TC-3’
YHV1051R: 5'-GGG-GGT-GTA-GAG-GGA-GAG-AG-3’

4.7. Immunohistochemistry
Not applicable.
4.8. Bioassay

The bioassay procedure is based on that described by Spann et al. (1997), but similar procedures have been described by several
other authors (e.g. Lu et al.,, 1994). The bioassay should be conducted in susceptible shrimp that have been determined to be
free from YHV complex viruses.

Suspect YHV1-infected samples should be maintained at 4°C or on ice. If necessary, the whole shrimp or the retained
cephalothorax may be snap-frozen and stored at —80°C or in liquid nitrogen until required. Viral inoculum should be prepared as
described by Spann et al. (1997).

Juvenile shrimp of a known susceptible species are injected with viral inoculum. Negative controls (buffer injected) and positive
controls (known YHV1 positive material) treatment groups are required. Shrimp should be maintained separately to prevent

cross-contamination between treatments. Observe the shrimp and record mortalities for at least 21 days or until the test and
positive control groups reach 100% mortality.

49. Antibody- or antigen-based detection methods (ELISA, etc.)
None has been successfully developed.
4.10. Other methods
None at present.
5. Test(s) recommended for surveillance to demonstrate freedom in apparently healthy populations

Nested RT-PCR (Protocol 3) is recommended for demonstrating freedom from YHV1 in an apparently healthy populations. Sequencing
of any amplified PCR products is required to determine the YHV genotype. Two-step PCR negative results are required for YHV1.

6. Corroborative diagnostic criteria
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This section only addresses the diagnostic test results for detection of infection in the absence (Section 6.1.) or in the presence of
clinical signs (Section 6.2.) but does not evaluate whether the infectious agent is the cause of the clinical event.

The case definitions for a suspect and confirmed case have been developed to support decision making related to trade and
confirmation of disease status at the country, zone or compartment level. Case definitions for disease confirmation in endemically
affected areas may be less stringent. If a Competent Authority does not have the capability to undertake the necessary diagnostic
tests it should seek advice from the appropriate WOAH Reference Laboratory, and if necessary, refer samples to that laboratory for
confirmatory testing of samples from the index case in a country, zone or compartment considered free.

6.1. Apparently healthy animals or animals of unknown health status!

Apparently healthy populations may fall under suspicion, and therefore be sampled, if there is an epidemiological link(s) to an
infected population. Hydrographical proximity to, or movement of animals or animal products or equipment, etc., from a known
infected population equate to an epidemiological link. Alternatively, healthy populations are sampled in surveys to demonstrate
disease freedom.

6.1.1. Definition of suspect case in apparently healthy animals

The presence of infection with YHV1 shall be suspected if the following criterion is met:

i) Positive result by a recommended RT-PCR detection test

6.1.2. Definition of confirmed case in apparently healthy animals
The presence of infection with YHV1 is considered to be confirmed if the following criterion is met:

i) A positive result by conventional RT-PCR and identification of YHV1 by sequence analysis of the amplicon
6.2  Clinically affected animals
Clinical signs are not pathognomonic for a single disease; however they may narrow the range of possible diagnoses.

6.2.1. Definition of suspect case in clinically affected animals
The presence of infection with YHV1 shall be suspected if at least one of the following criteria is met:
i) Gross pathology or clinical signs consistent with YHV1 infection
i)  Histopathology consistent with YHV1 infection
iii)  Positive result by conventional RT-PCR
iv)  Positive result by ISH

v)  Positive result by bioassay

6.2.2. Definition of confirmed case in clinically affected animals
The presence of infection with YHV1 is considered to be confirmed if the following criterion is met:
i) A positive result from each of two RT-PCR methods targeting non-overlapping parts of the genome followed by
sequence analysis of the amplicons to identify YHV1

6.3. Diagnostic sensitivity and specificity for diagnostic tests

The diagnostic performance of tests recommended for surveillance or diagnosis of infection with YHV1 are provided in Tables
6.3.1. and 6.3.2 (no data are currently available for either). This information can be used for the design of surveys for infection
with YHV1, however, it should be noted that diagnostic performance is specific to the circumstances of each diagnostic accuracy
study (including the test purpose, source population, tissue sample types and host species) and diagnostic performance may vary

For example transboundary commodities.
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under different conditions. Data are only presented where tests are validated to at least level 2 of the validation pathway

described in Chapter 1.1.2. and the information is available within published diagnostic accuracy studies.

6.3.1. For presumptive diagnosis of clinically affected animals

Test Source Tissue or

Test purpose A Species DSe (n) | DSp (n) Reference test Citation
type populations sample types

DSe = diagnostic sensitivity, DSp = diagnostic specificity, n = number of samples used in the study,
PCR: = polymerase chain reaction.

6.3.2. For surveillance of apparently healthy animals
Test Source Tissue or i L

Test purpose ] Species DSe (n) | DSp (n) Reference test Citation
type populations sample types

DSe = diagnostic sensitivity, DSp = diagnostic specificity, n = number of samples used in the study,
PCR: = polymerase chain reaction.
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Anexo 38. item 11.2.1. — Secciones 2.2.1.y 2.2.2. del Capitulo 2.4.5. Infeccién por Perkinsus marinus

CHAPTER 2.4.5.

INFECTION WITH PERKINSUS MARINUS

[...]

2.2. Host factors

2.2.1. Susceptible host species

Species that fulfil the criteria for listing as susceptible to infection with Perkinsus marinus according to Chapter 1.5. of the
Aquatic Animal Health Code (Aquatic Code) are: American cupped oyster (Crassostrea virginica), Ariake cupped oyster
(Magallana [Syn. Crassostrea] ariakensis), Cortez oyster (Crassostrea corteziensis) and palmate oyster (Saccostrea

palmula).
2.2.2. Susceptiblestages-ef-the-host Species with incomplete evidence for susceptibility
Albstagesaftersettlementaresuscoptible:

Species for which there is incomplete evidence to fulfil the criteria for listing as susceptible to infection with P. marinus

according to Chapter 1.5. of the Aquatic Code are: Gasar cupped oyster (Crassostrea tulipa), mangrove cupped oyster
Crassostrea rhizophorae), and Pacific cupped oyster (Magallana [Syn. Crassostrea] gigas).

In addition, pathogen-specific positive polymerase chain reaction (PCR) results have been reported in the following species, but no
active infection has been demonstrated: Columbia black oyster (Crassostrea columbiensis), soft shell clam (Mya arenaria), and
stone oyster (Striostrea prismatica).

[...]
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Anexo 39. item 14.1.2. — Innocreate Bioscience WSSV RP Rapid Test Kit

Registro de kits de diagndstico certificados por la OMSA
Resumen de los estudios de validacién

Nombre del kit de diagndstico: Innocreate Bioscience WSSV RP Rapid Test Kit
Nombre del fabricante: Innocreate Bioscience Co., Ltd.

Procedimiento /NUmero de registro: 082132

Fecha de registro: mayo de 2023

Enfermedad: Infeccion por el virus del sindrome de las manchas blancas en camarones
Agente patdgeno: Whispovirus, virus del sindrome de las manchas blancas (WSSV)
Método utilizado: Prueba de inmunocromatografia de flujo lateral (IFL)

Finalidad de la prueba

El kit de diagndstico Bioscience Innocreate WSSV RP Rapid Test Kit (test rapido del WSSV) es un kit de
deteccion cualitativo para la infeccion por WSSV en los camarones. El dispositivo de inmunocromatografia o
inmunoensayo de flujo lateral (IFL) esta disefiado para los siguientes propositos:

1. Diagndstico confirmatorio efectuado en el terreno de los casos clinicos (incluida la confirmacién de los casos
sospechosos y una prueba de deteccion positiva).

2. Estimacion de la prevalencia de la infeccién con el fin de facilitar el andlisis de riesgo en los sistemas de
produccion de camarones para brindar asistencia en las practicas de gestidn. (Este kit no debe utilizarse para
estimar la prevalencia en camarones en reproductores o estados post-larvarios antes del traslado a otras granjas
acuicolas o a través de las fronteras).

3. Utilizacidn junto con otras pruebas o procedimientos de diagndstico como ayuda al diagndstico u otras
evaluaciones clinicas o epidemioldgicas.

Especies y muestras: 2-3 trozos pequefios de branquias de camaron.

1. Informacién sobre el kit

Consulte el prospecto del kit disponible en la pagina web de la OMSA “Registro de kits de diagndstico”
0 contacte con el fabricante:

Sitio web: https://www.innocreatebio.com/

E-mail: info@innocreatebio.com

2. Resumen de los estudios de validaciéon
Especificidad analitica
Conclusioén:

Se analizaron camarones infectados por Vibrio parahaemolyticus, agente causante de la necrosis
hepatopancreética aguda (AHPND), infeccién por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética
infecciosa (IHHNV), infeccién por Enterocytozoon hepatopenaei, infeccion por Monodon Baculovirus,
infeccion por el virus de la cabeza amarilla e infeccion por el virus del sindrome de Taura. Todas las muestras
infectadas arrojaron resultados negativos.

Sensibilidad analitica

Conclusioén:

Informe de la reunion de la Comision de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos / Febrero de 2023 326



Se utilizé una dilucion en serie de la proteina diana recombinante del WSSV con tejidos de camarén
homogeneizados para estimar el limite de deteccion (LOD), estimado a 0,4 ng/prueba.

Repetibilidad
Conclusion:

La repetibilidad en una misma serie se evalu6 utilizando cuadruplicados de seis muestras con diversos niveles
de infeccion, que fueron analizadas por el mismo operador en cinco dias distintos. La repetibilidad entre series
se realiz6 analizando las seis muestras a cargo de tres operarios diferentes utilizando tres lotes diferentes de
kits durante cinco dias. Fue posible reproducir los resultados de las pruebas inter laboratorios y entre
laboratorios, con valor kappa de 1,0.

Caracteristicas del diagnostico

Determinacion del umbral y estimaciones de la sensibilidad diagnéstica (DSe) y la especificidad
diagnéstica (DSp).

Determinacion del umbral:

El kit de diagnéstico Innocreate Bioscience WSSV RP Rapid Test Kit es una prueba de inmunocromatografia
disefiado para lograr una deteccion cualitativa de la infeccion por WSSV en los camarones. La banda rosa
purpura debe aparecer tanto en la linea de prueba (T) como en la linea de control (C) para indicar que el
camarén fue infectado por WSSV. Si la banda rosa purpura sélo aparece en la linea de control (C), esto indica
gue no existe ninguna infeccién por WSSV o que se observa una ligera infeccion mas alla de la sensibilidad
del kit. El umbral esta determinado por una sensibilidad analitica de 0,4 ng de la proteina diana.

Estimaciones de sensibilidad (DSe) y especificidad diagndsticas (DSp)
1. Estimaciones de sensibilidad y especificidad diagndsticas - con animales de referencia definidos

Doscientos cincuenta y dos camarones libres de patégenos especificos se utilizaron como controles negativos
(n=105) o test de desafio o challenge test (n= 147) con una inyeccion de 100 ul de hemolinfa infectada por
WSSV para determinar la sensibilidad y especificidad diagnésticas en muestras de animales de referencia
definidos. De las 147 muestras “de desafio” y positivas a la PCR en tiempo real con sonda TagMan de la
OMSA (Durand & Lightner, 2002), 125 resultaron positivas al kit de prueba rapida del WSSV, mientras que 22
muestras se consideraron falsos negativos. El nivel de infeccion de estas 22 muestras se considerd muy leve
(Ct>32,5). No se observaron resultados falsos positivos en las 105 muestras negativas “sin desafio” a la
prueba PCR en tiempo real con la sonda TagMan de la OMSA.

Animal de referencia:

Muestra diana: branquia
Bioscience Innocreate PCR en tiempo real con sonda TagMan de la OMSA
WSSV RP Rapid Test Kit Ct<32,5 considerado Ct<40 considerado
positivo positivo
. o N (126) (147)
Sensibilidad del diagndstico DSe (99,21 %) (85,03 %)
Cl (99,66 % - 99,98 %) (78,22 % - 90,38 %)
o ] o N (105) (105)
Especificidad del diagnostico DSp (100 %) (100 %)
Cl (96,55-100 %) (96,55-100 %)

2. Estimaciones de sensibilidad y especificidad diagnésticas — Camarones de produccién

Se analiz6 un total de 465 camarones provenientes de cuatro lotes provenientes de sistemas de produccién;
45 de 465 camarones se clasificaron como sintomaticos y 64 de 465 se clasificaron como positivos (Ct<40),
segun la prueba gPCR en tiempo real con la sonda TagMan de la OMSA (Durand & Lightner, 2002).
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En comparacion con la prueba PCR en tiempo real con sonda TagMan de la OMSA, la DSe global de la
prueba rapida del WSSV fue del 92,50 % cuando Ct<32,50 se considera positivo, del 84,00 % cuando Ct<36
se considera positivo, o del 65,62 % si Ct<40 se considera positivo; la DSp fue del 100 %.

En cuanto al rendimiento diagndstico en los camarones sintomaticos del sistema de produccion, la DSe fue
del 93,33 % y la DSp fue del 100 % cuando se utilizd Ct<40 como punto de corte. El valor predictivo positivo
(VPP) y el valor predictivo negativo (VPN) fueron del 100 % y el 99,3 % respectivamente. Para las muestras
con Ct<32,5 (infecciébn moderada a alta, >=100 copias), la DSe fue del 92,50 %. En general, el kit Innocreate
Bioscience WSSV Rapid test muestra una alta concordancia en el diagnostico.

Camarones de produccion:

Especie/muestra diana: branquia
g}gggir;?éi Método de la OMSA, PCR en tiempo real con sondas
WSSV RP Rapid Ct<32,5 Ct<36 Ct<40
Test Kit Sintomatico considerado considerado considerado
positivo positivo positivo
N (45) (40) (50) (64)
Sensibilidad del | DSe (93,33 %) (92,50 %) (84,00 %) (65,62 %)
diagnéstico Cl (95,66 %- (79,61 %- (95,66 %- (52,70 %-
99,98 %) 98,43 %) 99,98 %) 77,05 %)
N (420) (425) (415) (401)
Especificidad del | DSp (100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
diagnostico Cl | (99,13 %-100 %) | (99,14 %-100 %) (70,89 %- (99,08 %-100 %)
92,83 %)
Conclusion:

El kit de prueba rapida del WSSV es adecuado para las finalidades definidas y demuestra una alta sensibilidad
general en la identificacién de niveles moderados y elevados de infeccion por el WSSV o cuando se utiliza en
muestras de camarones sintomaticos; la prueba tiene una especificidad muy alta. Los altos niveles del VPP y
del VPN de la pruebay el rapido tiempo de respuesta (15-30 minutos in situ frente a >4 horas mas el tiempo
de envio) lo convierten en una poderosa herramienta para identificar posibles brotes.

Recomendamos a los usuarios que apliquen la prueba a los camarones que presenten cambios de
comportamiento (letargo, disminucién o ausencia de consumo de alimentos y comportamientos de natacion
anormales, como natacion lenta o de lado, cerca de la superficie del agua o agrupamiento alrededor de los
bordes de las unidades de cria), ya sea de forma regular o cuando se produzca estrés ambiental, como
cambios rapidos de salinidad, o cuando se sospeche un brote de WSSV.

Reproductibilidad

Reproductibilidad analitica

Conclusion:

La evaluacion de la reproducibilidad analitica fue llevada a cabo por dos laboratorios. Se seleccionaron seis
muestras con diversos niveles de infeccion (2 leves, 2 moderados, 1 grave y 1 negativo), determinados por el
método de PCR en tiempo real con sonda TagMan de la OSMA (Durand & Lightner, 2002); se enviaron
“muestras ciegas” a los dos laboratorios. Las pruebas se repitieron cuatro veces y se calculé un valor Kappa
sobre los resultados de los 24 ensayos repetidos. No se observo ningun error de clasificacion en los ensayos
(20 positivos y 4 negativos). La concordancia de los dos métodos fue del 100 %, y Kappa =1,0.

Reproductibilidad del diagnéstico
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La reproducibilidad diagnéstica fue realizada por cinco laboratorios en Taiwan y Tailandia, incluido un
laboratorio de referencia de la OMSA. El panel de pruebas constaba de 25 muestras (con diversos niveles de
infeccion por el virus, que incluia 5 muestras "conocidas" (3 positivas con concentraciones de proteina diana
de 1,6, 0,8 6 0,4 ng y 2 negativas) y 20 "muestras ciegas" desconocidas. Los laboratorios participantes
siguieron los procedimientos descritos en el manual de instrucciones del kit de prueba rapida del WSSV.

Conclusion:

Las muestras fueron analizadas por cada uno de los cinco laboratorios que utilizaron el Innocreate Bioscience
WSSV RP Rapid Test Kit. Los resultados muestran una alta reproducibilidad. Los cinco laboratorios mostraron
una concordancia del 100 % en las cinco muestras conocidas. Cuatro de los cinco laboratorios mostraron una
concordancia del 100 % en todas las "muestras ciegas", mientras que los resultados de un laboratorio
mostraron una ligera discrepancia en una muestra. Con el objetivo de analizar los resultados experimentales
de los cinco laboratorios se realiz6 la prueba Chi-cuadrado de homogeneidad. Prueba Chi-cuadrado
independiente p-valor = 0,998 (Hsu et al., 2022).
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